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UBER DIE ZUCKERBILDUNG AUS FETT IM 
TIERKORPER. 


4 I. Mitteilung. 
Uber Leberglykogen bei kohlehydiatfreier Fettdiit 


VON 


YUJI SUEYOSHI unp KIKUSUKE TOOYAMA. 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der Keio-Universitét. Tokyo.) 


(Hingegangen am 29. Oktober 1941) 


I. EQNuertuna. 


Hines der umstrittensten Probleme der Physiologie und 
Pathologie des Stoffwechsels ist die Frage der Zuckerbildung aus 
Fett. Diese Frage ist schon friiher von vielen Forschern bear- 
beitet worden. Die meisten Untersuchungsmethoden lagen hierbei 
in der Bestimmung des resp. Quotienten, von D:N des Urins und 
des Leberglykogens. 

Kroh und Lindhard (1920) nahmen bei Tieren, die unter 
Fettdiat standen, die Bestimmung des resp. Quotienten vor und 
stellten fest, dass der in Ruhe grosse resp. Quotient bei der 
Bewegung kleiner wird; sie erklarten dies damit, dass zu dieser 
Zeit das Kohlehydrat vom Fett gebildet wurde. Gregg (1931) 
verabreichte den Ratten Butter und fand bei der Bestimmung des 
resp. Quotienten, dass das Kohlehydrat nicht vom Fett, sondern 
vom Glyzerin gebildet wird. Hawley, Johnson und Mulin 
(1933) untersuchten ebenfalls bei Fettdiaét den resp. Quotienten 
und fanden ihn in 1 von 3 Fallen 0,6, in den iibrigen tber 0,7. 
Die mit obigen resp. Quotienten ermittelten Ergebnisse sind nicht 
hinreichend genug, die Bildung des Zuckers aus Fett anzuer- 
kennen. 

Es gibt eine Anzahl von Autoren, welche an Tieren, bei denen 
durch Phlorhizin eine Diabetes erzeugt wurde und denen danach 
Fett verabreicht wurde, D:N des Urins bestimmt und die Bildung 
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des Zuckers aus Fett untersucht haben (Mering (1889), Moritz 
u. Prausnitz(1890), Ringer u. Lusk(1910), Rosenfeld(1912) 
und Takao (1926) ), doch konnte von diesen Autoren die Bildung 
des Zuckers aus Fett nicht nachgewiesen werden. Ascher und 
Calvo-Criado (1925) nahmen an Ratten die, D: N-Bestimmung 
bei Fettdarreichung vor und betonten, dass nach dem Ergebnis 
das Kohlenhydrat aus Fett gebildet werden konne; da sich aber 
bei genauer Betrachtung dieser Ergebnisse eine starke Schwankung 
von D:N gezeiet habe, sei es unméglich, nur mit diesen Ergebnissen 
allein die Bildung des Kohlehydrats aus Fett anzuerkennen. 

Chaikoff (1927) gelangte in der D:N-Bestimmung an fett- 
leibigen sowie mageren Tieren zu dem Ergebnis, dass bei den 
ersteren D:N grésser ist; nach ihm werde infolgedessen das Kohle- 
hydrat aus Fett gebildet. Rapport (1930) hat die Annahme von 
Chaikoff widerlegt; nach seiner Ansicht ist bei fettleibigen Tieren 
wegen der guten Ernahrung das Glykogen in der Leber in reich- 
licher Menge vorhanden, und somit D:N grdosser. 

Jost (1931) hat die normale Hundeleber und die Phlorhizin- 
Hundeleber mit Blut durchblutet, dem Phosphatid zugesetzt war 
und darauf D:N des Blutes, den resp. Quotienten und die Reduk- 
tionskraft untersucht. Er hat dabei gefunden, dass nach 20 
Minuten Durchblutung das Phosphatid zu 60% zersetzt wird, zu 
gleicher Zeit die Sauerstoffspeicherung zunimmt, der resp. Quotient 
eine Abnahme und die Reduktionskraft eine Zunahme erfahrt. Aus 
obigen Ergebnissen hat er geschlossen, dass das Kohlehydrat aus 
Phosphatid gebildet wird. Diese Ergebnisse wurden spater von 
Mitchell (19383) diskutiert; nach ihm ist bei der Bestimmung 
des Leberglykogens gemiss der Pfliigerschen Methode ein 
kleinerer Wert als der tatsachliche zu erhalten. Jost hat nach 
diese Methode gemessen und sich geaiussert, dass die Versuche bei 
geringer Glykogenmenge in der Leber vorgenommen wurden. Doch 
nach Mitchell scheint das Leberglykogen dabei in noch betricht- 
licher Menge tibrig zu bleiben. Daher hat Jost nach der Meinung 
von Mitchell bei der Leber mit Glykogen in betrichtlicher Menge 
die Durchblutung mit Phosphatid-Blut durchgefiihrt und dadureh 
die Mobilisation des Glykogens hervorgérufen und die Zunahme 
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der Reduktionskraft des Blutes beobachtet. Nach der Beurteilung 
von Toenniesen uw.a. (1938) ergibt der von Jost bestimmte resp. 
Quotient einen niedrigen Wert, aber beim Uberblick seiner Er- 
gebnisse zeigt der resp. Quotient bei einigen Fallen vor der Durch- 
blutung schon einen sehr niedrigen Wert, was anzeige, dass der 
Gesaustausch der Leber zu dieser Zeit nicht normal erfolgt. 

Unter den vielen Forschern, welche die Frage der Zunahme 
des Glykogens in der Leber nach der Darreichung des Fettes an 
Tiere untersuchten, haben Takao (1926), Body, Lewis u. Huber 
(1927), Gregg (1931), und Greisheimer (1931) alle nur gering- 
fiigige Zunahme beobachtet. Nach Gregg erfolgt solche geringe 
Zunahme wahrscheinlich nicht durch die Glykogenbildung von 
Fettsaure, sondern von Glyzerin. Duells, Butts, Blunden, 
Cutler u. Knott (1936) haben bei Hungerratten, an weche 
verschiedene Fette verfiittert wurden, die Zunahme des Leber- 
elykogens untersucht und gefunden, dass die erhéhte Menge bei 
der Darreichung der natiirlichen Fette sich fast gleich verhalt, 
wie die bei soleher des Glyzerins. Okii (1934) wies bei Hunger- 
kaninchen durch die Darreichung von Fetts’ure oder mit der 
Gallensiure zugegesetzter Fettsiure die Zunahme des Leber- 
elykogens nach; aber man kann wegen der grossen Schwankung 
der Glykogenmenge bei den einzelnen Fallen, mit diesem Ergebnis 
allein nicht zu dem Schluss gelangen, dass das Kohlehydrat aus 
Fett gebildet wird. 

Aus dem Obigen geht hervor, dass die Frage der Bildung des 
Zueckers von der Fettsiure im Tierkérper noch nicht eindeutig 
geklirt ist; deshalb haben wir in Hinblick auf die Klarung dieser 
Frage die nachstehenden Versuche durechgefiihrt. 


Il. VERSUCHSERGEBNISSE. 
Versuch 1. 


Den Tauben wurde taglich je 3,0g von folgendermassen 
zusammengesetzten Diit pro 100g Kérpergewicht zwangsweise 
verfiittert. Die Fettmenge wurde mit dem Verlauf von Tagen 
allmihlich in einer umgekehrten Proportion gegentiber der Herab- 
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Diat: 

Starke 80g 
Fett 5g 
Kasein 7g 
Anorganische Salze (McCollum u. 

Simmonds Nr. 115) 4¢ 
Lebertran 2¢g 
Hefe 4g 
Zitronensaft 2 Tropfen 


setzung der Starkemenge erhoht, und nach dem 10. Tage wurden 
sie mit vollkommen stiarkefreier Diat ernihrt. Nachdem wir solche 
Fettdiait an die Tauben wihrend 25 Tagen verfiittert hatten, haben 
wir die Leberglykogenmenge bestimmt und die Ergebnisse in der 
Tabelle I erhalten. Als Glykogengehalt wurde der durch Hydro- 
lyse nach der Methode von Pfliiger-Suto (1931) abgespaltene 
Zucker nach Hagedorn u. Jensen bestimmt und als Glykogen 
berechnet angegeben. 


TABELLE I. 
Korpergewicht (g) 

Tier- Leberglykogen 

Nr. (7) Anfang Ende wes 
il 1,86 340 SiO) —10 
2 1,65 330 330 0 
3 2,10 300 300 
4 1,56 280 300 +20 
5 1,47 290 290 0 
6 2,21 240 250 +10 

Mittel 1,81 297 300 + 3 


Wie die Ergebnisse in Tabelle I zeigen, fiihrt die kohlehydrat- 
freie Fettdiat, selbst bei langerer Verfiitterung an Tauben, zu fast 
keiner Schwankung im Korpergewicht; der allgemeine Zustand ist 
normal und auch die Leberglykogenmenge ist der bei normaler Dit 
fast gleich. 

Versuch 2. 


Nach den obigen Ergebnissen kann man die Tauben mit einer 
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Kohlehydratfreien Fettdiat lingere Zeit fiittern, und auch die 
Leberglykogenmenge ist dabei fast die gleiche wie bei normaler 
Diat. Also muss man schliessen, dass dieses Glykogen entweder 
von dem Fett oder von dem Hiweiss gebildet wird. Es ist schon 
durch Untersuchungen vieler Autoren eindeutig bewiesen, dass 
im Tierkérper die Zuckersubstanz aus Hiweiss gebildet werden 
kann. Deshalb muss man die zuzufiihrende Hiweissmenge auf das 
physiologische Minimum beschrénken, um die Zuckerbildung aus 
EHiweiss zu vermeiden. Um das letztere zu bestimmen, haben wir 
den nachstehenden Versuch unternommen. 

Bei den Tauben, welchen wir taglich eine Diat folgender 
Zusammensetzung: 80g Olivendl, 4g anorganische Salze und 3¢ 
Oryzanin (Vitamin B-Komplex), je 3¢ pro 100g Kérpergewicht 
verabreicht haben, wurden unter Anlegung der Kotfistel Kot und 
Harn getrennt entnommen; darauf haben wir die im Harn aus- 
geschiedene Stickstoffmenge bestimmt und von dieser Menge die 
Menge des taglich zersetzten Eiweisses errechnet. Die Ergebnisse 
zeiet Tabelle II. 


TABELLE II. 
Tier- Korpergewicht Hiweiss 
Nr. (g) (g) 
7, 240 0,82 
8 370 1,06 
” ” 0,79 
” ”» 0,89 
9 310 1,00 
J et ee A 
Mittel 332 0,91 


Nach den Ergebnissen in Tabelle II betragt die Menge des 
tiglich zersetzten Kérpereiweisses bei den mit der kohlehydrat- 
und eiweissfreien Diit gefiitterten Tauben 0,76-1,0g im Durch- 
schnitt 0,91 g. - 

Die von uns im Versuch 1 den Tauben verabreichte Kasein- 
menge der Diit ist etwas geringer als diese Menge; daher kann 
man annehmen, dass das Leberglykogen im Versuch 1 nicht von 
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dem zugefiihrten Kasein gebildet wurde, sondern wahrscheinlich 
von dem Fett. 


Versuch 8. 


Wir haben nun auf Grund obiger Versuche an Tauben 
wihrend 60 Tagen die aus 80g Olivenél, 8g Kasein, 4g anorgani- 
schen Salzen und 38g Oryzanin (Vitamin B-Komplex) bestehende 
Didt je 3g pro 100 g Koérpergewicht taglich verfiittert und bei der 
Bestimmung des Leberglykogens die Resultate in Tabelle III 
erhalten. 

TABELLE III. 


Korpergewicht (g) 
Tier- Leberglykogen 
| Ab- u. 
Nr. | (7) Anfang Ende anak 
10 | 1,23 350 “330 —20 
11 | 1,46 | 330 320 —10 
12 | 1,33 360 360 0 
13 | iat 290 310 +20 
Mittel | 1,28 320 330 +10 


Auch nach dieser Tabelle ergeben sich die gleichen Resultate 
wie beim Versuch 1, indem das Koérpergewicht geringer Schwan- 
kung unterliegt und die Leberglykogenmenge sich beinahe gleich 
verhalt wie bei normaler Diat. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Aus den oben beschriebenen Versuchen haben wir erkannt, 
dass bei den mit kohlehydratfreier Fettdiat, bei welcher der 
Hiweissgehalt bis auf das physiologische Minimum beschrankt ist, 
fir langere Zeit gefiitterten Tauben die Leberglykogenmenge von 
der bei normaler Diat nicht unterschiedlich ist. Folglich kann man 
daraus wohl schliessen, dass dieses Leberglykogen wahrscheinlich 
vom Fett gebildet wird. 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung des Fonds fiir wissen- 
schaftliche Forschung des Unterrichtsministeriums ausgefiihrt. 


(Y. Sueyoshi.) 
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II. Mitteilung. 
Uber die B,-Avitaminose bei kohlehydratfreier Fettdiit. 


VON 


KIKUSUKE TOOYAMA. 


(Aus dem mediz.-chem. Institut der Keio-Universitét, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Hingegangen am 29. Oktober 1941) 


I. ENueiruna. 


In unserer ersten Mitteilung (1942) haben wir bei den Tauben, 
welche mit einer kohlenhydratfreien und die Hiweissmenge auf das 
physiologische Minimum beschrankten Fettdiat gefiittert wurden, 
beobachtet, dass sie immer eine nicht geringe Leberglykogenmenge 
erhielten. Da in diesem Falle das Fett als Energiequelle ange- 
wendet werden koénne, ist auch die folgende Annahme médglich, 
dass vor der Darreichung der Fettdiét vorhandenes Glykogen un- 
verbrannt in der Leber zuriickbleibt. Wenn aber das Leber- 
elykogen wirklich auch bei der Fettdiat bestandig verbrennte, dann 
misste B,-Avitaminose zustandekommen, falls man zugleich mit 
der Zufuhr des Vitamins B aufhért. Um diese Verhaltnisse zu 
klaren, haben ich die nachstehenden Versuche durchgefuhrt. 


II. VERSUCHSERGEBNISSE. 


Versuch 1. 


Auf unsere vorigen Versuchsergebnisse gestiitzt, habe ich den 
Tauben die folgendermassen zusammengesetzte, Vitamin B nicht- 
enthaltende, kohlenhydratfreie und die Hiweissmenge auf das 
physiologische Minimum beschrinkte Fettdiat je 3g pro 100g 
Korpergewicht taglich zwangsweise zugefiihrt, um zu erfahren, ob 
die B,-Avitaminose in Erscheinung tritt. Die erhaltenen Er- 
gebnisse sind in der Tabelle I wiedergegeben. 
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Fettdiat : 
Olivenol 80g 
_Kasein 8g 
Anorg. Salze (McCollum) 4¢ 
Erhitzte Hefe 4¢ 
Lebertran 2¢ 
Zitronensaft 2 Tropfen. 
TABELLE I. 

Tier- Korpergew. Symptome (gefund. Tage) Lebensdauer 
Nr. (g) Ataxie Kiampf. (Tage) 
28 350 30 Bil 32 
29 430 29 33 36 
30 400 34 44 47 
31 330 41 42 51 
32 490 43 47 52 
33 340 47 52 55 
34 350 46 57 59 
35 410 46 58 60 
36 430 48 60 62 
37 310 55 61 63 
38 450 51 60 64 
39 400 56 61 65 

Mittel 390 44 51 53 


Nach den. Ergebnissen in Tabelle I kommt es zur Lahmung 
in den Beinen. Die Lahmung tritt durchschnittlch am 44 Tage, 
der Krampf durchschnittlich am 51 Tage in Erscheinung. Die 
Lebensdauer betrigt 53 Tage im Mittel. Hieraus geht hervor, dass 
bei Tauben, die unter kohlenhydratfreier Fettdiat gehalten wurden, 
die Symptome von B,;-Avitaminose hervorgerufen werden. 


Versuch 2. 


Wie der Versuch 1 zeigt, traten bei Tauben die Symptome 
von Avitaminose auf, als an sie eine kohlenhydratfreie Fettdiat 
verfiittert und Vitamin B, nicht zugefitihrt wurde. 

Ich habe weiter wahrend der Verfiitterung dieser Diat die 
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Leberglykogenmenge und die Schwankung der Blutzuckermenge 

untersucht. Die Bestimmung der Glykogenmenge geschah gemiss 

der Pfliiger-Sutoschen (1931), die der Blutzuckermenge gemiiss 
der Hagedorn-Jensenschen Methode. 

; Es seien zunachst die ermittelten Ergebnisse an Tauben auf- 

gefuhrt, die mit normaler Diaét aus unpoliertem Reis und Gemiise 

wahrend einer Woche gefiittert worden sind. 


TABELLE II. 
Nr. Leber-Glykogen Blut-Zucker 
Tier- (%) (%) 
40 1,66° 0,194 
41 2,18 0,186 
42 2,27 0,190 
Mittel 2,03 0,190 


Aus den Ergebnissen in Tabelle II erkennt man, dass die 
Leberglykogenmenge bei normaler Didt 1,66%-2,27% (Mittelwert 
2,03%), die Blutzuckermenge 0,186-0,194% (Mittelwert 0,190% ) 
betragt. 

Es wurde dann die aus 80g Olivenél, 8g Kasein und 4g 
anorganischen Salzen bestehende Didt je 3g pro 100g Korper- 
gewicht taiglich waihrend 10 Tagen verfiittert und bei Bestimmung 
der Leberglykogen- und Blutzuckermenge wurden die Ergebnisse 
in Tabelle III gewonnen. 


TABELLE III. (Fiitterungstage 10.) 


ail es : Symptome 
Tier- Kéorpergewicht (g) (gefund. Tage) | Glykogen | Blutzucker 
Nr 
Abate hy F (%o) (%) 
Anfang| Ende asters Laihmung| Krampf : 
45 315 305 —10 —_ — 1,54 0,210 
46 305 320 +15 —_— —_ 1,19 0,194 
47 350 330 — 20 _— —_ lee ye 0,174 
Mittel 223 218 — 5 = ee 1,36 0,192 
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Nach den Ergebnissen in Tabelle III unterliegt das Korper- 
gewicht geringer Schwankung und kommen die Symptome der 
Avitaminose noch nicht zum Vorschein. Die Leberglykogenmenge 
zeigt hierbei einen Mittelwert von 1,36% und der Blutzucker einen 
solehen von 0,192% ; es ist demnach kein wesentlicher Unterschied 
gegentiber der normalen Diat erkennbar. 

Die Tabelle IV bringt sodann die ermittelten Ergebnisse an 
Tauben, die 20 Tage lang die gleiche Diat erhalten hatten. 


TABELLE IV. (Fiitterungstage 20.) 


e : Symptome 
Tier Kérpergewicht (g) (gefund. Tage) | Glykogen | Blutzucker 
Nr. ] 
Anfang] Ende ee Lahmung| Krampf (%) (%) 
48 310 290 —20 — — 1,20 0,197 
49 315 315 0 — — 1,72 0,188 
50 320 315 — — —_ 1,49 0,200 
51 295 295 0 _— — 1,92 0,210 
Mittel 310 204 — 6 _— — 1,58 0,199 


Aus den Ergebnissen in Tabelle IV erkennt man, dass auch 
hier das Korpergewicht geringer Schwankung unterliegt und die 
Symptome der Avitaminose nicht zutage treten. Die Leber- 
glykogenminge zeigt einen Mittelwert von 1,58% und der Blut- 
zucker einen solechen von 0,199%; sie verhalten sich demnach zu 
denen bei normaler Dia&t nicht unterschiedlich. 

In den Tabellen V A und B sind alsdann die ermittelten Er- 
gebnisse an Tauben wiedergegeben, die 30 Tage lang dic gleiche 
Diat erhalten hatten. 

Nach den Ergebnissen in Tabelle V A treten bei den Tieren 
keinerlei Symptome in Erscheinung; auch das K6rpergewicht 
unterliegt geringer Schwankung. Die Leberglykogenmenge zeigt 
einen Mittelwert von 1,22% und die Blutzuckermenge einen solehen 
von 0,203% ; sie verhalten sich demnach zu denen bei normaler 
Diat nicht unterschiedlich. Jedoch kam es, wie die Tabelle V(B) 
zeigt, bei den Tieren Nr. 56-60 nach 27-80 tigiger Verfiitterung 
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TABELLE V A. (Fiitterungstage 30.) 


Korpergewicht Symptome 
lene pers (g) (gefund. Tage) | Glykogen | Blutzucker 
Nr. Al 
Anfang| Ende Parente Lihmung| Krampf (%) (7) 
52 310 310 0 — _ 1,22 0,216 
53 350 360 +10 —_— — lala 0,194 
54 340 360 +20 — —_ 1,05 0,202 
55 355 340 —15 — —_ 1,50 0,22 
Mittel 338 342 + 4 — _— 1522 0,203 
TABELLE VB. (Fiitterungstage 30.) 
pac Symptome 
ere Korpergewicht (g) (gefund. Tage) | Glykogen | Blutzucker 
Na: Ab 
Anfang| Ende urcncs Lahmung| Krampf (%) (7%) 
56 300 285 —15 28 — 1,05 0,231 
2 315 320 + 5 29 —_ 0,93 0,229 
58 375 360 —15 30 — 0,85 0,226 
59 405 360 —35 28 30 0,73 0,258 
60 440 415 —25 2 29 0,80 0,256 
Mittel 375 348 —27 28 — 0,87 0,240 


zur Lahmung in den Beinen, schliesslich zur Ataxie. Bei den 
Tieren Nr. 59 und 60 fiihrte die Verfiitterung je am 30. und 29. 
Tage zu Opisthotonus. Die Abnahme des Kérpergewichtes war 
bei den Krampftieren Nr. 59 und 60 betrachtlich. Die Leber- 
elykogenmenge mit einem Mittelwert von 0,78% zeigte geringe 
Unterschiede gegeniiber der bei normaler Diit. Der Blutzucker, 
dessen Mittelwert 0,240% betrug, zeigte eine Zunahme gegentiber 
dem bei normaler Didt, besonders deutlich bei den Krampffallen. 

Die Tabellen VI A und B geben die ermittelten Ergebnisse 
an Tauben wieder, die iiber 30 Tage die gleiche Diat erhalten 
hatten. 

Aus den Ergebnissen in Tabelle VI(A) erkennt man, dass bei 
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den Tieren, bei welchen trotz der 40 tagigen Verfiitterung keinerlei 
Symptome zum Vorschein kamen, die Schwankung des Korper- 
eewichtes geringt ist. Das Leberglykogen zeigte hierbei einen 
Mittelwert von 0,88% und der Blutzucker eimen solchen von 
0,198% ; sie weisen demnach gegentiber denen bei normaler Diat 
keinen grossen Unterschied auf. 


TABELLE VIA. (Fiitterungstage 40.) 


34 : Symptome 
Tier Kérpergewieht (g) (gefund. Tage) | Glykogen | Blutzucker 
Nr, y 
Anfang] Ende Nal iets Lihmung| Krampf (%) (%) 
61 835 325 —10 — _— 0,98 0,212 
62 360 350 —10 _- 0,65 0,190 
63 370 370 0 _— — 1,03 0,194 
Mittel 355 348 - 7 = a 0,88 0,198 
TABELLE VIB. (Fiittertage 35-52.) 
Aa 3 (gefund. Tage) 
Korpergewicht (¢) Sempron “3 = 
Tier- | Fiitter- = = See US 
= cS) 2 
Nr. Tage sae = a Bes = iS 
Anfang| Ende} 4§ 5 & 6 ma 
qs is | 
N 4 i 
64 35 240 220 — 20 28 29 0,79 0,297 
65 37 325 820 — 6 33 36 0,84 0,271 
66 40 35d 320 —35 35 35 0,67 0,294 
67 49 415 340 +75 43 47 0,60 0,271 
68 52 340 280 — 60 48 51 0,72 0,249 
Mittel 42 335 296 —39 37 39 0,72 0,276 


Wie die Tabelle VI(B) zeigt, tritt die Lahmung in den Beinen 
frthestens am 28. Tage und spitestens am 48. Tage auf; der 
Krampf friihestens am 29. Tage und spitestens am 51. Tage. Mit 
Ausnahme des Tieres Nr. 65 war bei allen anderen Tieren eine 
deutliche Abnahme des Korpergewichtes erkennbar. Jedoch ver- 
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hielt sich die Leberglykogenmenge im Mittel 0,72% zeigend, zu 
der bei normaler Diit wenig unterschiedlich, waihrend der Blut- 
zucker, einen Mittelwert von 0,276 zeigend, deutlich zugenommen 
hat. 

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen erkennt man, dass 
bei den Tieren, bei denen nirgendwelche Symptome zum Vorschein 
kamen, das Kérpergewicht nicht abnahm und die Leberglykogen- 
und Blutzuckermenge gegeniiber denen bei normaler Diit nicht 
unterschiedlich waren. Sogar bei den Lihmungs- und Krampf- 
fallen hielt die Leberglykogenmenge einen nicht geringen Wert, 
wahrend das Korpergewicht auffallend abgenommen hatte. Solche 
Erscheinung der B,-Avitaminose zeigt eindeutig, dass im Korper 
das Glykogen bestiindig verbrennt, so dass man annehmen muss, 
dass das in der Leber in bestimmter Menge vorhandene Glykogen 
nicht das vor der Darreichung der Fettdiait gewesene vorhanden 
ist, sondern ein nachher vom Fett gebildetes. 


Versuch 8. 


Nach den obigen Versuchsergebnissen wurde bei Tauben durch 
langere Verfiitterung kohlehydratfreier und Vitamin B,-freier 
Fettdiat das Auftreten der Lahmung und auch Krampf in den 
Muskeln beobachtet. Um nun zu bestitigen, dass diese Symptome 
als Folge des B,-Mangels auftreten, wurde den Tieren Vitamin B, 
eingespritzt und beobachtet, ob eine ‘Erholung wieder zustande- 
kommt. 

Es wurde festgestellt, dass bei den Fallen mit Krampf dureh 
die einmalige Injektion von Vitamin B,; (10y) sowohl die Lahmung 
als auch der Krampf zur Heilune kamen. Die Lahmung und 
der Krampf traten aber nach einer bestimmten. Zeit wieder auf, 
als die gleiche Fiitterung fortgesetzt wurde. In der Tabelle VII 
sind die Zeiten des Auftretens der anfanglichen Lahmung und 
des Krampfes als [. Symptome und die des Auftretens der spaten 
Lihmung und des Krampfes als II. Symptome eingetragen. 

Bei dem Tier Nr. 70 trat der Krampf der II. Symptome am 
59 Tage ein, der durch die zweite Injektion von Vitamin B, wieder 
abklang. Bei Fortsetzung der gleichen Fiitterung machte sich die 
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TABELLE VII. 


I Symptome ; II Symptome 

Tier- (gefund. Tage) B, inj. (gefund. Tage) 

Nr. Tage 

Lihmung Krampf Lahmung Krampf 

69 41 41 41 60 61 

70 38 38 42 58 59 

pel 52 54 54 69 70 
Mittel 44 44 46 62 63 


dritte Lahmung am 70. Tage, der Krampf am 72. Tage bemerkbar. 
Der Krampf der II. Symptome stellte sich beim Tier Nr. 71 am 
70. Tage ein, der durch die zweite Injektion von Vitamin B, abklang. 

Aus den obigen Versuchsergebnissen geht hervor, dass durch 
kohlehydratfreie und Vitamin B,-freie Fettdidt auftretende 
Laihmung und Krampf durch die Vitamin B- Vase geheilt 
werden kénnen. 

Ich habe nun Tauben zugleich mit der Verfiitterung der kohle- 
hydratfreien und Vitamin B,-freien Fettdiat Vitamin B,(10y) 
taglich eingespritzt. Da die Tiere, wie Tabelle VIII zeigt, auch 
am 63. Tage noch stoérungslos gesund aussahen, wurde am 63. Tage 
diese Verfiitterung eingestellt. 


TABELLE VIII. (Fiitterungstage 63.) 


Tier- Korpergewicht (¢) 
Nr. Aufang Ende Ab-u. Zunahme 
72 470 460 —10 
73, 360 360 0 
74 350 320 —30 
Mittel 393 380 —13 
Versuch 4. 


Bei obigem Versuch an Tauben wurde beobachtet, dass die 
kohlehydratfreie Fettdiait ohne Zufuhr des Vitamin B, die Er- 
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scheinung der B,-Avitaminose herbeifiihrt und dass diese ver- 
schwindet, sobald Vitamin B, eingespritzt wird. Ausgehend von 
der Vorstellung, dass auch bei Hiihnern die gleiche Erscheinung 
auftreten koénne, habe ich gleiche Versuche an Hiihnern angestellt, 
dabei wurde zugleich der Blutzucker und die Blut-Milchsiure 
gemessen. Der Versuch war der gleiche wie bei Tauben, indem 
die aus 80g Olivenédl, 8e@ Kasein und 3¢ anorganischen Salzen 
bestehende Diit je 50¢ pro ke Kérpergewicht taiglich zwangsweise 
verfiittert wurde. Die erhaltenen Ergebnisse zeigt die Tabelle IX. 


TABELLE IX. 


Dix es. Symptome 
Korpergewicht 2 
Tier- Futter: Perey (g) (gefund. Tage) 
Nr. Tage 
Anfang Ende Pane Lamung Krampf 
101 41 2170 1980 —190 35 38 
102 43 1860 1540 — 320 38 40 
103 Bis) 1870 1220 — 650 45 49 
Mittel 46 1966 1580 — 380 39 42 


Nach den Ergebnissen in Tabelle IX treten ausnahmslos sowohl 
Lahmung als auch Krampf zutage. Die Symptome des Krampfes 
klangen ab, als am folgenden Tage nach Auftreten des Krampfes 
Vitamin B; (1 mg) eingespritzt wurde. 

Bei der Verfiitterung der gleichen Diét mit Vitamin B-Zusatz 
kamen keine Symptome zum Vorschein, dabei wurden die Menge 
des Blutzuckers und der Blutmilchsaure bestimmt. Die Milchsdure 
wurde gemiss der Endo-Tanakaschen Methode (1931) gemessen. 
Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle X(A) wiedergegeben. 

Aus den Ergebnissen in Tabelle X(A) erkennt man, dass der 
Blutzucker durchschnittlich 0,189% und die Milchsaure durch- 
schnittlich 20,52mg% betragt. Dagegen kam es bei den Fallen 
ohne Vitamin-B-Zufuhr zu Laihmung und Krampf; bei solchen 
Fallen nehmen die Menge des Blutzuckers und der Milchsaure, 
wie Tabelle X(B) zeigt, deutlich zu, indem die erstere durchschnitt- 
lich 0,379% und die letztere durchschnittlich 37,09 mg% betragt. 
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TABELLE X A. 
Symptome (gefund. Tage) . Blut 
Tier- Fiitter- i a 
Nr. Tage ro a Milchsaure 
Lihmung Krampf Zucker (%) (mg%) 
104 22 _ = 0,179 21,47 
105 35 = a 0,199 16,92 
106 48 — — 0,191 23,17 
| ANTS a ‘ 
Mittel 35 ns = 0,189 20,52 
TABELLE X B. 
Symptome (gefund. Tage) Blut 
Tier- Futter- 
Nr. Tage a f , Milchsaure 
Lahmung Krampf Zucker (%) (me) 
107 38 35 37 0,401 40,39 
108 40 38 40 0,355 34,33 
109 50 45 49 0,383 36,56 
Mittel 42 39 43 0,379 37,09 


Bei Tier Nr. 108 wurde nach Abklingen der Symptome durch 
Injektion des Vitamin B; die Menge des Blutzuckers und die 
Milchsaure bestimmt und man konnte erkennen, dass beide zum 
normalen Wert zuriickkehrten, indem die erstere 0,188% und die 
letztere 16,76 me% betragt. Dieses Ergebnis stimmt mit den von 
fritheren zahlreichen Untersuchern berichteten Ergebnissen bei B,- 
Avitaminose tiberein. 


Versuch 5. 


Die Tatsache, dass bei Fiitterung der Tauben mit der kohle- 
hydratfreien und Vitamin B,-freien Fettdiat B,-Avitaminose in 
Erscheinung tritt, zeigt, dass im Tierkérper die Verbrennung des 
Glykogens bestandig stattfindet. 

Nach den bisherigen Untersuchungen (Stepp, Kiithnau u. 
Schroeder, 1937) soll, je reichlicher die Kohlenhydratzufuhr ist, 
umso mehr Vitamin B, zugefiihrt werden. Und je reichlicher die 


Uber die Zuckerbildung aus Fett im Tierkérper.—II. 19 


Kohlenhydratmenge ist, desto friiher komme es zur Avitaminose, 
wenn eine ungentigende Vitamin-B-Menge dargereicht wird. Dies 
konnte auch im folgendem Versuch bestiitigen werden. 

Den Tauben wurde eine Dia&t folgender Zusammensetzung und 
mit Zusatz einer bestimmten Menge von Vitamin (B-Komplex) 
je 17,5 ¢ tiaglich zwanesweise verfiittert; dabei wurden die Zeiten 
des Auftretens der Avitaminose beobachtet. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle XI wiedergegeben. 


Tagliche Diat: 


Poliert. Reis Alypyrae 
Kasein lg 
Anorg. Salz 0,5¢ 


TABELLE XI. 


Tier- Vit. B Symptome (gefund. Tage) Lebensdauer 
Ny (g) Lahmung Krampf Tage Mittel 
75 0,06 — a os 

76 0,04 — ae ak 

1646 0,03 59 — 68 re 

i 

78 0,03 62 65 66 

79 0,02 45 sal 53 

80 0,02 43 46 50 50 
81 0,02 41 45 47 

82 0,01 32 33 36 

83 0,01 31 33 34 34 
84 0,01 27 30 33 

85 0,005 17 18 el 


Aus den Ergebnissen in Tabelle XI erkennt man, dass bei 
tiiglicher Darreichung des Vitamin B von 0,06g (Nr. 75) und 
0,04 g (Nr. 76) die Tiere noch am 78. Tage gesund sind. Bei den 
Tieren Nr. 77 und 78, welehen Vitamin B je 0,03¢ taglich zu- 
gefiihrt wurde, trat die Lihmung bei ersterem am 59. Tage und 
bei letzterem am 62. Tage auf, und ihre Lebensdauer betrug im 
Mittel 67 Tage. Bei den Tieren Nr. 79, 80 und 81 fiihrte die 
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Verfiitterung von Vitamin B tiglich je 0,02 g am 41.45. Tage oder 
am 43. Tage im Durchschnitt zur Lahmung. Ihre Lebensdauer 
betrug 47-53 Tage oder durchschmittlich 50 Tage. Bei den Tieren 
Nr. 82, 83 und 84, welchen Vitamin B taglich 0,01 g dargereicht 
wurde, trat die Lihmung am 27-32 Tage ein; ihre Lebensdauer 
betrug durchschnittlich 84 Tage. Die Lebensdauer nimmt parallel 
mit der Menge des zugefiihrten Vitamin B zu, wie Abbildung.1 


zeigt. 
Abb. 1. 

@ 0,04 
son “4 
E 
S 0,02 
ES 

0,01 

20 40 60 


Tage (Lebensdauer ) 


Wie in der Tabelle I gezeigt wurde, betragen bei der Fiitterung 
der Tauben mit kohlehydratfreier Fettdiat die Zeiten des Auftre- 
tens der Lahmung durchschnittlich 44 Tage und die der Lebens- 
dauer durehschnittlich 53 Tage. Diese Ergebnisse stimmen mit 
den Ergebnissen bei der oben erwahnten Fiitterung mit dem 0,02 ¢ 
Vitamin enthaltenden polierten Reis tiberein. 

Bei der Darreichung von 0,04 ¢ Vitamin B gegen 17 ¢ polierten 
Reis konnte die Verfiitterung langere Zeit ohne Stoérung fortgesetzt 
werden. Aber bei der Darreichung von 0,02 ¢ Vitamin B trat die 
Lahmung am 48. Tage auf und die Lebensdauer betrug 50 Tage. 
Demzufolge kann man annehmen, dass bei der Darreichung von 
0,02 g¢ Vitamin B die Halfte von 17g, d.h. 85g poliertem Reis 
ohne die Zufuhr des Vitamin B benutzt wird und deswegen die 
Lahmung am 438. Tage auftritt und dit Lebensdauer 50 Tage 
betragt. Nach dieser Berechnung kann man bei der Verfiitterung 
der kohlehydratfreien Fettdiat annehmen, dass die dem 8,5 ¢ Reis 
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entsprechende Kohlehydratmenge im Kérper verbrennt, weil dabei 
die Lahmung am 44. Tage auftrat und die Lebensdauer 53 Tage 
betrug. Obwohl diese Berechnung nicht genau ist, kann man somit 
annehmen, dass bei der Fettdiat nicht weniges Kohlehydrat ver- 
brennt. 

Es ist eine bekannte Tatsache, dass von dem das Fett auf- 
bauenden Glyzerin das Kohlehydrat gebildet wird. Aber die als 
Baustein im Fett enthaltene Glyzerinmenge betragt nicht mehr als 
etwa 10%, so dass die in obiger Fettdiat taglich enthaltene 
Glyzerinmenge nicht mehr als etwa 1¢ ist. Es ergibt sich somit, 
dass das im Korper entstehende Kohlehydrat von der Fettsiiure 
eebildet wird. 


Ill. ZusaAMMENFASSUNG UND BESPRECHUNG. 


1. Wird an Tauben kohlehydratfreie und die Eiweissmenge 
auf das physiologisehe Minimum beschrankte und Vitamin B,-freie 
Fettdiat pro 100g Korpergewicht je 3¢ tiglich zwangsweise ver- 
fiittert, so treten als Symptome der B,-Avitaminose Lahmung in 
den Beinen und Opisthotonus auf; die erstere tritt durchschnittlich 
etwa am 44. Fiitterungstage, der letztere durchschnitthch am 51. 
Fiitterungstage auf. Die Lebensdauer der Tiere betragt durch- 
schnittlich 53 Tage. 

2. Bei den Tauben, welche mit obiger Fettdiat 10, 20, 30 
und tiber 30 Tage lane gefiittert wurden, wurden das Leber- 
elykogen und der Blutzucker gemessen. Dabei ergab sich, dass 
bei den Tauben ohne Symptome der Avitaminose die Schwankung 
des Kérpergewichtes klein ist und die Menge des Blutzuckers und 
des Leberglykogens fast gleich wie bei den normalen Tieren ist, 
aber bei denen mit Lihmung in den Beinen und Opisthotonus das 
Kérpergewicht deutlich abnimmt und die Menge des Blutzuckers 
erhoht, wiihrend die Menge des Leberglykogens wenig unterschied- 
lich von der bei normalen Tieren ist. , 

3. Die durch obige Fettdiit hervorgerufene Lahmung und 
Krampf heilen durch Hinspritzung des Vitamin B,. Es treten 
keinerlei Symptome auf, wenn Vitamin B; vom Anfang an einge- 


spritzt wird. 
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Da bei obiger Fettdidat B,-Avitaminose entsteht, kann man 
erkennen, dass im Korper das Kohlehydrat bestandig verbrennt. 

4. Bei der Verfiitterung der obigen Didt an Huhner treten 
Lihmung und Krampf auf; dabei haben der Blutzucker und die 
Milchsiure im Blut deutlich an Menge zugenommen. Diese 
Symptome klingen nach der Injektion von Vitamin By, ab. 

5. Nach der Beobachtung der Zeiten des Auftretens der 
Avitaminose. bei Tieren, an welche die Kohlehydratdiat (17 ¢ 
polierten Reis) mit einem bestimmten Zusatz von Vitamin B taglich 
zwangsweise verfiittert wurde, zeigt sich, dass je geringer die 
Vitamin B-Menge ist, desto friiher tritt die Avitaminose auf und 
auch die Lebensdauer der Tiere ist kiirzer. Die Tiere, an welche 
Vitamin B 0,04g verfiittert wurde, blieben noch tber 78 Tage 
gesund, wihrend bei den Tieren, weichen 0,02 ¢ zugefiihrt wurde, 
die Lahmung durchschnittlich am 43. Tage auftrat und die Lebens- 
dauer durchschnittliich 50 Tage betrug. Man kann demnach 
annehmen, dass bei der Darreichung von 0,02 g Vitamin B die 
Halfte von 17 g polierten Reis, d.h. 8,5 g ohne Zufuhr von Vitamin 
B zu benutzen ist. Die Lebensdauer, welche hierbei 50 Tage 
betragt, stimmt mit der von 53 Tagen bei der Fettdiat fast iiberein. 
Somit ergibt sich, dass bei Fettdiat taglich 8,5 g Kohlehydrat ver- 
brennt. Da die vom im Fett vorhandenen Glyzerin zu bildende 
Kohlehydratmenge gering ist, soll das bei Fettdiat im Korper 
gebildete reichliche Kohlehydrat von der Fettsdure produziert 
werden. 

6. Nach Henry und Gravin (1938 u. 19389) ist im Tier- 
korper fiir die Produktion des Fettes aus Kohlehydrat Vitamin By, 
notwendig. Nach meinen Versuchsergebnissen ist fiir die Produk- 
tion des Kohlehydrats aus Fett das Vorhandensein des Vitamin B, 
nicht notig. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Dr. Y. Sueyoshi fir 
seine Anregung und Anleitung bei dieser Arbeit meinen besten 
Dank aus. 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung des Fonds fiir wissen- 
schaftliche Forschung des Unterrichtsministeriums ausgefiihrt. 

(Y. Sueyoshi.) 
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INTRODUCTION. 


In the previous paper (1941) it was concluded that the anti- 
body detecting function of the alcoholic extract of a brain against 
an antibrain serum, which reacts organspecifically, depends on the 
property of the acetone insoluble fraction of the extract, namely the 
erude phospholipin, and that when the crude phospholipin was 
purified, it lost the property as the antibody detector. It was also 
stated that when the hydrogenated crude phospholipin was separat- 
ed into a water soluble and a chloroform soluble fraction, the 
active substance can be collected almost entirely in the former 
fraction. 

J have further tried to find out in the animals which fraction 
of the alcoholic extract of the brain generates the antibody, which 
reacts organspecifically. The results are given in the following 
sections. 


Experiment. 


» I. IMMUNIZATION EXPERIMENT WITH THE ALCOHOLIC 
EXTRACT OF THE OX BRAIN. 


A. Preparation of the alcoholic extract of an ox brain. 


The fresh brain of an ox was used for the experiment. The 
meninges and large blood vessels were dissected away from a brain 
tissue and the blood was removed with a warm water. The material 
was then grounded thoroughly. To one part of the minced tissue 
was added nine parts of absolute alcohol and the mixture was 
allowed to stand at a room temperature for a few days, with an 
oceasional shaking. The extract was then filtered through a filter 
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paper and kept in a dark place in a stoppered bottle. 


B. Method for immunization. 


The alcoholic extract of an ox brain as obtained above was 
concentrated to half a volum in a vacuum at a temperature not 
exceeding 40°C under a slow current of carbon dioxide. To 3 ce. 
of this solution, 30 ce. of a 5 per cent pig serum prepared with 
physiological saline solution was quickly added. After a lapse of 
one hour at a room temperature, 10 ec. of this mixture were in- 
jected into the marginal vein of a rabbit ear. 

Rabbits, weighing 2.5—-3 ke, and serologically showing no com- 
plement fixation reaction, were used for immunization. 

An injection was carried out every day for 3 weeks, with an 
intermission of 3 days between every week. On the 7th day after 
the last injection, the blood was taken out for the examination of 
the antibody formation. 


is 


C. Determination of the degree of the antibody formation 


The degree of the antibody formation was estimated by a 
complement fixation reaction according to Browning’s method. 

Antiserum was inactivated by heating it at 56°C for 30 
minutes, and diluted to ten times its original volume with physio- 
logical saline solution. 

Complement. The minimal amount of the guinea-pig serum, 
which completely hemolyses 0,5 ce. of 3 per cent ox blood corpuscles 
in the presence of 5 units of ox blood hemolysin, was taken as one 
unit. 

Hemolytic system. Ox blood corpuscles and its hemolysin 
were used. It consists of 3 per cent suspension of ox blood cor- 
puscles containing 5 units of ox hemolysin in one ce. of it. 

Antibody detector. The alcoholic extract of an ox brain, 
which is prepared by the method described as above, is used as the 
antibody detector. To use the extract as the antibody detector it 
is diluted quickly with physiological saline solution to 20 times its 
volume and after the lapse of from 20 to 60 minutes after the 
dilution it is used in the complement fixation reaction, in an amount 
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which just fails to prevent the hemolysis of sensitized ox blood 
corpuscles, containing two units of complement. 

Procedure. <A series of test tubes containing 0,5 ee. of 10 per 
cent antiserum, a measured amount of the complement such as 2, 4, 
6, 8, 10, 12 and 15 units in succession are placed in an incubater 
at 87°C with an occasional shaking. After the lapse of 1.5 hours, 
0.5 cc. of the hemolytic system are added to each tube, and the 
tubes are incubated again at 37°C for 1.25 hours. At the end 
of this incubation, the degree of hemolysis is read and the degree 
of the antibody formation is determined. 


DD. Result. 


The results of the experiment are shown in the following tables. 
In the tables, cases where no hemolysis occured are indicated as 
(—), and complete hemolysis is shown as (++), while for inter- 
mediate cases (+), (+) and (+) are used. 


TABLE I. 
Antibody producer: Alcoholic extract of an ox brain. 
Antibody detector: Alcoholic extract of a brain of an ox or other animals. 
i Detector Antiserum 
Novae Aatibody Unit of complement tte :: 
aE it detector PT NT 6 8 | 10 | 12 |Complement | Complement 
34 Ox brain — | — | = | th | air | te tHe tit 
35 ” —}|—-{|—]{ + | tH | +h tit 
36 ” —}|—]—| +H] tt} tt tt 
34 Horse brain — | Hh | te | tH | at } tH ttt 
393) ” — |-— | — | He | Hh 
36 ” — | — | te te | th | 
34 Rabbit brain | — | — | ++ | tt | ai | Ht tHe 
35 ” —|/—|]+ tm |) +t 
36 » SN Pare re | ae | ee 
34 Pig brain — | + | th | ah] tt | tt tHe 
35 ” SSN i ici ste decir 
36 ” —/}/—|+H|]+H] Hy tH 
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TABLE II. 

Antibody producer: Alcoholic extract of an ox brain. 

Antibody detector: Alcoholic extract of various organs of an ox. 
Nov of Antibody Unit of complement ae ea ieee 
rabbit detector 2 4 | 6 8 Complement | Complement 

34 Heart sit +t ttt ttt +t Ht 
35 ” ++ th tHe tHe sit 
36 ” tH Ht +t Ht tt 
34 Kidney +H +t +t Ht Ht 

25 ” sth ttt tHe te 

36 ” He Ht tt tHe 

34 Liver tt Ht ttt ttt Ht 

390 ” +t tb Ht 

36 ” tt Ht tt tit 

a4 Muscles ttt it tHe it Ht 

35 ” +t Ht Ht Ht 

36 ” sit Ht Hh +H 


As can be seen from the results, the fact that when the alcoholic 
extract of a brain is mixed with a heterologous protein, such as 


the pig serum, it becomes a complete antigen, capable of inducing 
the development of an antibody, which reacts organ specifically, 
agrees with the results of Heimann and Steinfeld or Brandt, Guth 
and Miller. 


it 


I therefore attempted to isolate an active substance as an anti- 
body producer from the alcoholic extract of an ox brain. 


IMMUNIZATION EXPERIMENT WITH THE ACETONE SOLUBLE 


FRACTION AND THE ACETONE INSOLUBLE FRACTION 
OF THE ALCOHOLIC EXTRACT OF AN OX BRAIN. 


Preparation of the acetone soluble fraction and the 
acetone insoluble fraction. 


The alcoholic extract of the ox brain is concentrated in a 


vacuum at 40°C to a syrupy consistency under a slow current of 
The residue is dissolved in a small amount of 


carbon dioxide. 


ether and an insoluble portion is removed by decantation. 


To the 
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etheral solution, an excess of acetone is added and the precipitate, 
which separated, is collected. 
times. 


These processes are repeated three 
The precipitate thus obtained is a_yellowish mass. The 
acetone soluble fraction is evaporated as described above, dissolved 
again in ‘acetone and the insoluble portion is removed by a filtra- 
tion. The filtrate is then evaporated and the white mass is obtained. 


B. Methode for immunization. 


The both fractions obtained as above are dissolved in absolute 
alcohol in a concentration of 5 per cent, diluted with a-5 per cent 
pig serum and injected into the rabbit in the same manner as in 
the case of the alcoholic extract of a brain. 


C. Results. 


The results are as follows. 


TapnE ITT. 


Acetone soluble fraction. 
Alcoholic extract of a brain of an ox or other animals. 


Antibody producer: 
Antibody detector: 


No. of Antibody Unit of complement eae age ey 
rabbit detector 2 + 6 8 Complement | Complement 

5 Ox brain Gis th tt Ht it tHe 

6 ” Ht it tt Ht ih 

5 Horse brain Ht it Ht tit Ht 

6 ” it He /} tt Ht 

5 Rabbit brain ae +t ttt tt sth 

6 ” tt sit tit tt 

5 Pig brain +t +t Ht +t Ht 

6 ” tHe tHe tte th 


From Table ITI, 


IV and V, it is seen that the property of 
the aleoholic extract of a brain as an antibody producer does not 
depend on the acetone soluble fraction but on the acetone insoluble 
fraction, namely the crude phospholipin fraction. 

The nitrogen and the phosphorous content of the crude phos- 
pholipin was estimated by the micro-Kjeldahl and Youngburg’s 
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method respectively. The atomic ratio of N:P is 1.58. 


Antibody producer: 


Antibody detector: 


TABLE. LV. 


Acetone insoluble fraction. 
Aleoholie extract of a brain of an ox or other animals. 


No.of Antibody Unit of complement Fn Seer 
rabbit detector 2 |.4 6 | 8 | 10 | 12 | Complement | Complement 

42 Ox brain Slee i Sere ca |) Garret Sits tHe : tHe 

43 ” A) ee pe Hy 

44 ” = | = ett ettis tHe 

42 Horse brain — | dt | tH | th | aH] 4H +t 

43 ” Stal cecal lesiio: bacillus 

44 ” — | tbh | | | th | cH 

42 Rabbit brain (|) — este} tire | ates |) SHE th 

43 ” me at | te) tit 

dd ” cite sl ste) ey Hee) at 

42 Pig brain +e | tt | th | He] Ht | +H tHe 

43 ” — | | tH] He) | He 

44 ” 4b | th | He | tt | Hh | Ht 

TABLE V. 


Antibody producer: 
Antibody detector: 


Acetone insoluble fraction. 
Aleohole extract of various organs of an ox. 


Na? Antibody Unit of complement Detector Antisegum 
Tasbit detector 2 4 6 8 @anenont Gaile 

42 Heart Ht Ht it +t +t Ht 

43 ” atte th tt tt . tt 

44 ” tit ttt tHe Hh tt 

2 Kidney Ht +t tit Ht Ht 

43 ” Ht tte tt th 

44 ” Ht Ht sit Ht 

42 Liver it tit it tHe tit 

43 ” He He Ht Ht 

44 ” +t tit Ht +t 

42 Muscles tit Ht +t tit sit 

43 ” Ht Ht t+ Ht 

44 ” Ht +t Ht tit 
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III. ImMMuNIzZATION EXPERIMENT WITH THE PURIFIED 
PHOSPHOLIPIN OF AN OX BRAIN. 


A. Purification of the crude phospholipin. 
As described in the previous paper, the crude phospholipin 
was purified by the cadmium double salt method. The content of 


the nitrogen and phosphorous of the purified phospholipin was 
estimated. The ratio of N:P is 1.09. 


B. Methode of immunization. 


The purified phospholipin thus obtained is dissolved in absolute 
alcohol in a concentration of 5 per cent and the rabbits were im- 
munized with this solution by the same method as in the ease of 
the crude phospholipin. 


C. Result. 


The results obtained by the immunization experiment with 
the purified phospholipin are as follows. 


TABLE VI. 


Antibody producer: Purified phospholipin of an ox brain. 
Antibody detector: Alcoholic extract of a brain of an ox or other animals. 


No. of Antibody , Unit of complement ; a ch oas 
rabbit detector 2 4 6 8 Complement | Complement 

52 Ox brain tH tt ttt tte He tHe 

53 ” tt tte ttt tt tte 

54 ” +t +t Ht Ht +t 

52 Horse brain ttt tt tte ttt th 

53 ” tt tHe tHe ttt 

54 ” ttt th tHe Ht 

52 Rabbit brain tHe tHe tt tH tte 

53 ” +t ttt tit Ht 

54 ” tHe tH tHe ttt 

52 Pig brain +t sit tit +t tt 

53 » tHe tte tit tit 

54 ” tit tit tHe ttt 
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“It is clear from this table that the crude phospholipin fraction 
of an ox brain loses the antibody producing activity when it is 
purified. I then tried to determine directly whether or not the 
property of the crude phospholipin as an antibody producer de- 
pends really on the impurities. For this purpose the unsaturate 
phospholipin was hydrogenated. The hydrogenation of the lipin 
makes it more hydrohobie and consequently it becomes separable 
from water soluble impurities. 


IV. THE IMMUNIZATION EXPERIMENT WITH THE CHLOROFORM 
SOLUBLE FRACTION AND THE WATER SOLUBLE FRACTION 
OF THE HYDROGENATED CRUDE PHOSPHOLIPIN. 


A. Method of the hydrogenation. 


The hydrogenation of the crude phospholipin was performed 
by means of a platinum black as described in the previous paper. 


B. Isolation of the water soluble fraction and the chloroform 
soluble fraction from the hydrogenated 
phospholipin. 
The hydrogenated phospholipin was separated in to water 


soluble and chloroform soluble fractions in the same way as 
described in the previous paper. 


C. Method of immumezation. 


The chloroform soluble fraction is dried at a low temperature 
and dissolved in hot alcohol and injected into rabbits with pig 
serum as a schlepper in the manner as in the case of the crude 
phospholipin. The water soluble fraction is dissolved in physio- 
logical saline solution in the concentration of one per cent and 
3 ce. of it were injected into rabbits three times at weekly intervals. 


D. Result. 


The results are as follows. 
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TABLE VII. 


Antibody producer: Chloroform fraction, 
Antibody detector: Alcoholic extract of a brain of an ox or other animals. 


No. of Antibody Unit of complement Detector Antiserum 
ae | coveet Or 2 4 6 8 eianienaek Caraplenent 

61 Ox brain +h tt tt Ht tt tHe 

62 ” +t Ht Ht +t Ht 

61 Horse brain tt Ht +t dit +t 

62 » tt tH ttt tr 

61 Rabbit brain He tt Ht tit tit 

62 ” Ht Ht He Ht 

61 Pig brain Ht it Ht tit tt 

62 ” Ht tH tHe ttt 

TABLE VIII. 


Antibody producer: Water soluble fraction. 
Antibody detector: Alcoholic extract of a brain of an ox or other animals. 


No. of Antibody Unit of complement Detector Antiserum 
zeURy detector 2 AP GaSe 10: Asncracnt Shecen 

16 Ox brain — | Hh | He | th | Ht ttt tit 

17 ” - tH | tt | 4H sit 

18 ” — | 4h | Ht | Hr | ct tt 

16 Horse brain si |b eauiped| cane || cue |) step +t 

IY ” ect atte lethee ||) cite 

18 ” — | Hh | th | th | at 

16 Rabbit brain | + | t+ | th | 4H | +t it 

17 is ye) ae pate | ae 

18 ” teeta age |) ath 

16 Pig brain + | + | Hh | 4H | Ht tt 

17 ” SE iam tie | atte lane 

18 ” — | Ht} th | tH | 4H, 


From the Table VII, VIII and IX, it is clear that the antibody 
detecting property of the crude phospholipin from the brain does 
not depend on the lipoid itself but on the water soluble impurity 
present in it, and it becomes separable from the lipoid by the hydro- 
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TABLE IX, 

Antibody produced: Water soluble fraction. 

Antibody detector: Alcoholic extract of various organs of an ox. 
Woof Antibody Unit of complement eee ae 4 
rabbit detector 2 4 6 8 Complement | Complement 

16 Heart tt tit Ht tt tit +t 
sh, ” tte tte tHe tte +t 
18 ” tit Ht tt tHe Ht 
16 Kidney +t tt tH Ht tit 
Uy ” Ht +t Ht Ht ; 
18 ” th ttt tt ttt 
16 Liver tte tte sth tHe tte 
17 ” +t +t Ht +t 
18 ” tHe tte sth te 
16 Muscles tr tr str att ttt 
17 ” +t +t Ht Ht 
18 ” tte ttt tt tte 
TABLE X, 


Antibody producer: 


Antibody detector: 


Acetone insoluble fraction of the aleoholic extract of an 


ox brain, 


Water soluble fraction. 


None Unit of complement Devecns ate 
tabbit a 4 6 8 Complement Complement 
42 _ if tHe tt tit ttt 
43 = = = tH tHe 
44 = = + tt 


genation of the unsaturated lipid. Moreover the water soluble 
fraction reacts as an antibody detector against the antiserum whieh 
is produced by the immunization with the acetone insoluble frac- 
tion of the alcoholic extract of an ox brain. 


We 


IMMUNIZATION EXPERIMENT WITH THE GLOBULIN ' 
OF AN OX BRAIN. 


A. The preparation of the globulin from an ox brain. 


From a fresh ox brain, globulin was prepared by the method 
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TABLE XI, 


Antibody producer: Globulin from an ox brain. 
Antibody detector: Alcoholic extract of a brain of an ox or other animals, 


No. OF Antibody Unit of complement Detector Antiserum 
rabbit detector 2 4 Oy WS lh ae Gee Gompee 

10 Ox brain Sst li Gr We aee oll ais tte tit 

15 ” SS ariel) Sie |b ise +t e 

20 » et Sa Gi ace it 

10 Horse brain = | sel ain Pane |) atte +t 

15 ” “| th | te | =k | HE 

20 ” tee ects | cat 

10 Rabbit brain = || ce deities ae tHe 

15 ” te ie) te Pa | ib 

20 ” Sy ee ore | aie cite 

10 Pig brain So tecie tete [cnn cyte +t 

15 ” te | Ht | tt } Hh | cit 

20 ” Ht] tH | Ht | Hh OY Hh 

TaBLe XII. 


Antibody producer: Globulin from an ox brain. 
Antibody detector: Alcoholic extract of various organs of an ox. 


Morag Antibody Unit of complement eae eat 
rabbit detector 2 4 6 8 Complement | Complement 

10 Heart tHe th tHe tte tt tt 

15 ” Ht tHe tHe Hit Ht 

20 ” +Ht tb +t tit Ht 

10 Liver +t +t tt tit tt 

15 ” tt tt tt ut 

20 » tt tt Ht at 

10 Kidney tHe tte tit tHe Ht 

15 » ti tt tte ttt 

20 ” aia tt tt tit 

10 Muscle ar tH tt tt Ht 

15 ” tHe tt tit te 

20 ” tHe tit Ht tit 
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described in the previous paper. 


B. Method of tmmumaation. 


3 ce. of one per cent solution of the globulin are injected into 
rabbits three times at weekly intervals. A week after the last 
injection the blood was taken out and the formation of the antibody 
was examined. 


OC. Result. 


The results of the experiment are as follows. 


TABLE XIII. 


Antibody producer: Globulin from an ox brain. 
Antibody detector: Water soluble fraction of the crude hydrolipin of an ox 


brain. 
No. of Unit of complement me: acca 
rabbit 2 4. 6 8 10 Complement] Complement 
10 - ++ tt tit tt tHe st 
15 - tHe ae o Hh it th 
20 - +t tt th tt tt 
TABLE XIV. 
Antibody producer: Acetone insoluble fraction of the alcoholic extract of an 
ox brain. 
Antibody detector: Globulin from an ox brain. 
Naot Unit of complement eter ee 
rabbit 2 4 6 | 8 10 Complement | Complement 
42 _ = cia Ht Ht Ht Ht 
43 = - + ih tt Ht 
43 - + Ht | Ht ab on 


As can be seen from these results, the organ specific antibody © 
.can be produced by immunizing rabbits with the globulin prepared 
from an ox brain, and it reacts also with the antiserum obtained 
by immunizing rabbits with the crude phospholipin of an ox brain 
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or with the water soluble fraction of the hydrolipin. 


TABLE XV. 
Antibody producer: Water soluble fraction of the crude hydrolipin of an ox 
brain. 
Antibody detector: Globulin from an ox brain. 


Nd. Gt Unit of complement Detector Antiserum 
rabbit es ts 
2 4 6 8 10 Complement | Complement 
16 - — + Ht tHe sit tH 
yy = = tr tit tt te 
18 = = ie Ht tHe Ht 
SUMMARY. 


1. The alcoholic extract of an ox brain becomes a complete 
antigen capable of inciting the development of the organ specific 
antibody when it is mixed with a heterologous protein, such as a 
pig serum. 

2. The antibody producing function of the alcoholic extract 
of an ox brain does not depend on its acetone soluble fraction but 
on the acetone insoluble fraction, namely the crude phospholipin. 

3. When the crude phospholipin is purified, it loses the fune- 
tion of inciting the antibody formation in the animals. 

4. By the hydrogenation of the crude phospholipin the active 
substance as an antibody producer becomes separable from the 
lipin and ean be collected in the water soluble fraction. 

5. By immunizing rabbits with the globulin prepared from 
an ox brain, antibodies which react organ specifically can be 
produced in the animals. 
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STUDIEN UBER DIE CARBOHYDRASE. 


5. Mitteilung. 


Uber 6-Glukosidase und £-Galaktosidase von Taka- und 
Emulsin-Typus. 


VON 


KATSUMI HORIKOSHI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. 8S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 2. November 1941) 


Uber die ausgezeichnete Hignung der p-Nitrophenol-Ver- 
bindungen als Substrate fiir die Fermentstudien wurde aus diesem 
Institut schon oft und genau berichtet, so dass es iiberfliissig ist, 
auf Einzelheiten hier wieder einzugehen. Der Anwendungsbereich 
der p-Nitrophenol-Methode ist weit. Aizawa (1939) hat p-Nitro- 
phenol-Hexoside synthesiert und einen einfachen und zuverlassigen 
Nachweis der Hexosidasen ausgefiihrt. Dem folgend hat Ezaki 
(1940) die Hinfliisse der verschiedenen Zuckerderivate auf die 
fermentative Hydrolyse der p-Nitrophenol-Hexoside untersucht. 
Verfasser setzte unter Leitung von Prof. Akamatsu diese Ver- 
suche fort und gelangte zu den Ergebnissen, dass die /-Glukosidase 
und f-Galaktosidase an und fiir sich voneinander verschieden sind 
und jedes Ferment wieder scharf in zwei Typen, naémlich Taka- 
typus und Emulsintypus, eingeteilt werden kann. Darauf hat 
schon Ezaki (1940) in Anbetracht des Verhaltens der #-Gluko~ 
sidase und f-Galaktosidase gegen Glukose, Galaktose, Phenol-f- 
Glukosid und -Galaktosid hingedeutet. Ich habe zuerst nach Be- 
stitigung der Angabe von Ezaki die Versuche mit Glukonsaure, 
Galaktonsiure und ihre Laktone ausgefiihrt und bin zu den Er- 
gebnissen gelangt, die in der folgenden Tabelle zusammengestellt 
sind. 

Die in der Tabelle mit * bezeichneten Resultate sind die von 
Ezaki'erzielten und die anderen ohne * sind die von Verfasser neu 
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Taka Emulsin 
Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse Hydrolyse 
des des des des 
p-Nitro- p Nitro- p-Nitro- p-Nitro- 
phenol-f- phenol-f- phenol-6- phenol-6- 
Glukosids Galaktosids Glukosids Galaktosids 
Glukose -+ * 0 * 0 * 0 * 
Glukonsaure +++ * ) * 0 * 
Phenol-f- os e ee ms 
Glukosid eps e is 
Glukonsiiure- etek 0 pa bath 
y-Lakton 
Galaktose 0 * ++ * 0 * 0 x* 
Galaktonsdure 0 ++ 
Phenol-6- Z 
Galaktosid Caps ae eee ay ae 
Galaktonsaure- 4 
y-Lakton . an 7S ie ox 
ONS sedate Keine Hemmung. HE veneers schwache Hemmung. 
oir ete rials aoe massige Hemmung. SP ae qe npoeons starke Hemmung. 
erreichten. 


Die Versuchsanordnungen bei diesen Experimenten gestalteten 
sich folgendermassen: Die endliche Konzentration der Substrate, 
namlich des p-Nitrophenol-6-Glukosids oder (-Galaktosids, war 
tiberall M/2000. Hs wurde soviel der verschiedenen Zuckerarten 
oder ihrer Derivate zugesetzt, dass ihre endliche Konzentration in 
den Versuchslosungen M/20 betrug. Die Versuche wurden bei der 
optimalen Aziditat jedes Ferments ausgefiihrt und das freige- 
machte p-Nitrophenol quantitativ kolorimetrisch in alkalischer 
Reaktion bestimmt. 

Bei Ubersicht der oben tabellarisch zusammengestellten 
Resultate bemerkt man, dass unter den gebrauchten Verbindungen 
Hexose und Hexonsdure hinsichtlich ihrer Beeinflussung auf die 
Fermente zu einer Gruppe und Phenolhexosid und Hexonsidure- 
lakton zu einer anderer Gruppe eingeordnet wurden. Die Wirkung 
der Hexonsauren war in qualitativem Sinne gleich der des respek- 
tiven Ausgangszuckers, sie war aber weit stirker als die letztere. 


Studien tiber die Carbohydrase.—V. 4] 


Dasselbe Verhiltnis war bei Phenolhexosiden und Hexonsiure- 
laktonen vorhanden, bei denen’ die Wirkung der Laktone iiber- 
legend stark war. 

In Bezug auf die hemmende Beeinflussbarkeit der p-Hexosida- 
sen ist die folgende Regelmissigkeit ersichtlich. 

Bei der MHydrolyse von p-Nitrophenol-f-Glukosid durch 
Takadiastase wird die Wirkung im allgemeinen durch Zusatz von 
Glukose und ihren Derivaten, aber nicht durch den von Galaktose 
und ihren Derivaten gehemmt (Tabelle A.1.a,b,¢c). Von den 
ersteren ist die Hemmung der Glukose und des Phenol-$-Glukosids 
wohl ausgepragt, die der Glukonsdure und des y-Laktons ist aber 
gemass der Regel noch weit energischer. Bei der Hydrolyse von 
dem p-Nitrophenol-6-Galaktosid durch Takadiastase sieht man ein 
entsprechendes Verhaltnis. ‘Die Hemmung wird nur durch 
Galaktose und ihre Derivate, aber nicht durch Glukose und ihre 
Derivate bewirkt und die Wirkung der Galaktonsaéure und ihres 
Laktons tibertrifft weit die der Galaktose und des Phenol-f-Galakto- 
sids (Tabelle A. 2. a,b,c). 

Bei dem Emulsin ist die Sache aber ganz anders. Die Hydro- 
lyse sowohl von p-Nitrophenol-$-Glukosid als von p-Nitrophenol- 
f-Galaktosid wird hier in bemerkenswerter Weise weder durch 
Glukose und Glukonsaure noch durch Galaktose und Galaktonsdure 
gehemmt. - Phenol-6-Glukosid und Glukonsaurelakton einerseits 
und Phenol-6-Galaktosid, und Galaktonséurelakton andererseits 
tiben aber gemeinsam auf die Hydrolyse beider Substrate eine 
deutliche Hemmung aus, wobei die Hemmung durch die Laktone 
in stirkerem Masse als durch die Hexoside zum Vorschein kommt 
(Tavielie Bi Ie ay bre}, dB. 2.a;bye, a). 

Solehe Resultate legen den Gedanken nahe, dass die in 
Takadiastase enthaltene $-Hexosidase von der des Emulsins ver- 
schieden ist, weswegen Verfasser vorlaufig der ersteren den Namen 
Taka-Typus und der letzteren den Namen Emulsin-Typus beilegte. 

Nun méchte Verfasser anschliessend an diese Feststellungen 
die wichtige Frage beriihren, nimlich ob die Hydrolyse sowohl des 
B-Glukosids als auch des #-Galaktosids eigentlich durch eine /- 
Hexosidase von jedem Typus ausgeiibt wird. Bekanntlich ver- 
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suchten schon oft zahlreiche Autoren die Klarung dieser Frage, 
aber sie ist noch immer nicht eindeutig entschieden. Es wiirde 
zu weit fiihren, Hinzelheiten des Schrifttums hier wiederzugeben. 

Wir wollen hinsichtlich dieser Frage zuerst die $-Hexosidase 
vom Taka-Typus aufnehmen. 

Die oben bei Takadiastase erwahnte spezifische Hemmbarkeit 
ihrer (6-Glukosidspaltung durch Zusatz von Glukose und ihren 
Derivaten einerseits und die der /-Galaktosidspaltung durch Zusatz 
von Galaktose und ihren Derivaten andererseits zeigten schon 
eindeutig, dass die Hydrolyse von beiden Substraten wahrscheinlich 
durch zwei voneinander verschiedene Fermente bewirkt wird. 
Miwa (1939) hat die Trennung der beiden Takafermente mittels 
auswahlender Warme-Inaktivierung oder Fraktionierung durch 
Alkohol-Fallung sowie Adsorption versucht und konnte beobachten, 
dass der /-Glukosidase- sowie (-Galaktosidasegehalt der Taka- 
diastaseldsung dabei je nach dem Fall eine weitgehende gegenseitige 
Veranderung erfuhr. Dieses Resultat geniigt auch, Verfasser die 
Annahme nahe zu legen, dass es in der Takadiastase zwei ver- 
schiedenartige 6-Fermente gibt. Wenn dies der Fall wire, so 
mitissten die beiden Fermente vom Taka-Typus in der Natur nicht 
immer unbedingt vermischt vorkommen, sondern sie werden auch 
getrennt, nur das eine oder das andere vorhanden sein. Aus diesem 
Gedankengang untersuchte Verfasser Fermentlosungen verschiede- 
ner Herkunft darauf, ob 6-Glukosidase oder $-Galaktosidase vom 
Taka-Typus wirklich fiir sich allein vorhanden ist. Die Erwartung 
konnte verhaltnismassig in einfacher Weise verwirklicht werden. 

Der dialysierte Extrakt der Friichte von Morokosi, Mohren- 
hirse (Andropogen Sorghum, Brot; var. vulgaris, Hack) enthalt 
6-Glukosidase, aber keine 6-Galaktosidase. Das optimale Pu dieser 
$-Glukosidase ist 5,0 wie bei Takadiastase. Ihre Beeinflussbarkeit 
durch die Zuckerarten stimmt in allen Punkten mit der Taka-f- 
Glukosidase tiberein: Sie wurde durch Glukose und Phenol-f- 
Glukosid und noch in stirkerem Grad durch Glukonsaure und ihr 
Lakton gehemmt, wihrend Galaktose und deren Derivate gar keine 
Hemmung darauf ausiiben konnten (Tabelle C.1.a,b,¢,d; ©. 2). 
Die 6-Glukosidase von Morokosi gehért also zum Taka-Typus. 
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Das dialysierte Autolysat von Schweinemilz enthilt dagegen 
nur /-Galaktosidase, aber keine £-Glukosidase. Das optimale Pu 
dieser $-Galaktosidase liegt wie das von Takaferment wieder bei 
5,0. Ihr Verhalten gegen die Zuckerarten ist dem des Takafer- 
ment gleich. Sie konnte némlich durch Glukose und deren Derivate 
nicht beeinflusst werden, waihrend sie durch Galaktose, Phenol-f- 
Galaktosid und in noch starkerem Grad durch Galaktonsiure und 
ihr Lakton gehemmt wurde (Tabelle D. 1; D. 2. a, b, ¢, d,e). Dar- 
aufhin darf gesagt werden, dass die /-Galaktosidase von Schweine- 
milz dem Taka-Typus angehdrt. Die Verschiedenartigkeit der p- 
Glukosidase und f-Galaktosidase des Taka-Typus konnte also 
endlich entschieden werden. 

Wir sind nun bei der Frage angelangt, ob die 6-Fermente des 
Emulsin-Typus gleichartig sind. Den eingehenden Studien iiber 
diese Frage haben sich Helferich und seine Schule gewidmet und 
viele Mitteilungen wurden schon von ihnen nacheinander in 
rascher Folge und auch zusammengefasst (1938) gemacht. Sie 
haben sich zur Trennung und Reinigung der /-Glukosidase und 
f-Galaktosidase des Hmulsins recht verschiedener physikalischer 
oder chemischer Hingriffe bedient, aber es blieb diesen deutschen 
Autoren nichts andres tibrig, als zu schliessen, dass die Hydrolyse 
des 6-Glukosids und des $-Galaktosids durch ein einziges Emul- 
sinferment bewirkt werden muss. Miwa(1939) war auch derselben 
Meinung. Gegen diese Ein-Enzymtheorie stand Hofmann auf 
(1934). Hr konnte tatsachlich beobachten, dass die Samen der 
Rosa canina sowie die Mandarinenkerne im Gegensatz zum Emulsin 
reichlich $-Galaktosidase aber wenig /-Glukosidase, also beide 
Fermente im umgekehrten Verhiltnis zum Emulsin, enthalten und 
weiter, dass Sojabohnen und B. coli sowie Delbriicki nur £-Galakto- 
sidase, aber keine (-Glukosidase enthalten, wahrend in Mucor 
javanicus ausschliesslich 6-Glukosidase vorhanden ist. Diese Er- 
gebnisse konnten wohl damals ein kraftiger Gegenbeweis zur Hin- 
Enzymtheorie sein. Man weiss aber nun, dass die beiden Fermente 
von Taka-Typus verschiedenartig sind, und da es sich tiberhaupt 
noch nicht entscheiden liess, ob jene von Hofmann untersuchten 
Fermente dem Taka- oder Emulsin-Typus angehoren, ist man noch 
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nicht in der Lage, ohne weiteres der Angabe von Hofmann zustim- 
mend die Hydrolysierbarkeit des f-Glukosids und /-Galaktosids 
durch ein einziges Emulsinenzym auszuschliessen.. Die von Ezaki 
und von Verfasser erzielten Ergebnisse, dass die Hydrolyse der 
beiden Substrate durch Emulsin gemeinsam bei Zusatz der Phenol- 
verbindungen sowie Onsaurelakton von jedem Zucker gehemmt 
wird, sprechen scheinbar fiir die Eimn-Enzymtheorie. Unter 
Beriicksichtigung der Ergebnisse bei den Fermenten des Taka- 
Typus wurden aber weitere Studien iiber Emulsin ausgefthrt. 

Wenn auch die f-Glukosidase und (/-Galaktosidase des 
Emulsins nicht ein Ferment wire, lasst ihr gemeinsames Verhalten 
gegen die Zuckerderivate schon ihre dusserst nahe Verwandtschaft 
im chemischen Aufbau, sei es des Ferments selbst oder des innigen 
Begleitstoffs, annehmen. Verfasser hielt daher den Versuch zur 
Trennung der beiden Emulsinfermente mittels physikalischen oder 
chemischen Verfahrens fast fiir aussichtlos. Deshalb schritt Verf. 
in anderer Richtung fort und wollte untersuchen, ob 6-Glukosidase 
und 6-Galaktosidase des Emulsin-Typus jedes fiir sich und allein 
in der Natur vorkommen kann. Verfasser hat sich lange vergebens 
abgemiiht, bis endlich die gewtinschten Fermente ausfindig 
gemachte werden konnten. Fermentlésungen, falls sie nach den 
Untersuchungen als auf beide Substrate aktiv bewiesen wurden, 
mussten sie, ohne Riicksicht darauf, ob die Fermente zum Taka- 
Typus oder zum Emulsin-Typus gehorten, zur Seite gestellt 
werden. Ohne auf Einzelheiten einzugehen, sollen hier einige 
Beispiele erwahnen werden. Extrakte der Kaffeebohnen und der 
schwarzen Sojabohnen, Kuromame, sind fihig bei Pu 4,0 beide— 
Substrate und zwar p-Nitrophenol-$-Galaktosid stiarker als 6-Gluko- 
sid aufzuspalten, die Fermente in den Extrakten gehéren aber 
zum Taka-Typus. Die dialysierten Autolysate der Schweineleber 
sowie Niere spalten beide Substrate, obwohl die darin vorhandenen 
Fermente dem Emulsin-Typus einzuordnen sind. Selbst als be- 
wiesen wurde, dass eine gepriifte Lésung $-Glukosidase oder 
Galaktosidase allein enthielt, wurde sie dennoch nicht beachtet, falls 
das Ferment zum Taka-Typus gehorte. 

6-Galaktosidase vom Emulsin-Typus ist in B. coli communis 
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vorhanden. Verfasser konnte bestiatigten, dass diese Bakterien 
keine £-Glukosidase enthalten, wie schon Hofmann (1934) 
mitteilte. Jene $-Galaktosidase in den Bakterien wird aber mit 
dem Ferment des Taka-Typus, obwohl in geringerer Menge, 
beigemischt, wie der folgende Hemmungsversuch ergab. Die 
Hydrolyse des p-Nitrophenol-f-Galaktosids durch diese Bakterien- 
suspension wurde wohl wie beim Emulsin durch Phenol-6-Glukosid, 
Phenol-6-Galaktosid, Glukonséiure-y-Lakton und Galaktonsiure-y- 
Lakton gehemmt, doch ausserdem in schwachem Grad auch noch 
durch Galaktose oder Galaktonsiure. Verf. versuchte nun das 
Ferment von dem des Taka-Typus zu befreien: das Ziel wurde 
endlich erreicht, als das Gefrier-Auftau-Verfahren an der Suspen- 
sion angewandt wurde. Die Galaktosidspaltung mittels der zentri- 
fugierten klaren Losung konnte nicht mehr durch Glukose, 
Galaktose, Glukonsaéure oder Galaktonséiure, aber wohl durch 
Phenol-6-Glukosid, Phenol-$-Galaktosid, Glukonsaure-y-Lakton und 
Galaktonséure-y-Lakton gehemmt werden (Tabelle E. 1; E. 2. b, ¢, 
d,e). Ihr PH-Optimum war 6,6 (Tabelle H. 2. a). 

Nachdem die Existenz der $-Galaktosidase des Emulsin-Typus 
festgestellt war, wurde auf die 6-Glukosidase desselben Typus ge- 
fahndet und sie konnte in Proteus vulgaris Xi9 (0-Form) gefunden 
werden. Ihre Aktivitéit war leider gering und sie musste durch 
Ziichten der Bakterien auf dem Schrag-Agarnéhrboden, der 1% 
Salicin enthalt, erhéht werden. Die Versuche mit dieser Bakterien- 
suspension ergaben, dass darin keine $-Galaktosidase, aber wohl 
eine kraftige 6-Glukosidase vorhanden ist, dass ihr optimales Pu 
bei 7,0 liegt, und dass sie durch Phenol-f-Glukosid, Phenol-/- 
Galaktosid, Glukonséure-y-Lakton und Galaktonsdéure-y-Lakton 
gehemmt wird, waihrend sie durch Glukose, Galaktose, Glukonsaure 
und Galaktonsiure keine Beeinflussung erfahrt (Tabelle F’. 1. a, b, 
e,d,e; F.2). Daraus darf man schliessen, dass $-Glukosidase von 
Proteus vulgaris X15 (0-Form) zum Emulsin-Typus gehort. Verf. 
konnte daraufhin zu der Erkenntnis gelangen, dass sowohl $-Gluko- 
sidase als auch £-Galaktosidase des Emulsin-Typus natitirlich fur 
sich allein existiert. Wie aus den Ergebnissen von Helferich und 
seinen Mitarbeitern ersichtlich ist, ist es aber vorlaufig unmoglich, 
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die beiden Emulsinfermente voneinander zu trennen. Wenn auch 
diese untrennbar sein sollten, so kann man doch nicht ohne weiters 
sagen, dass die beiden Fermente identisch sind. Die bisher nicht 
gelungene Trennung der beiden Fermente riihrt moglicherweise 
von ihrer sehr nahen Verwandtschaft im Fermentaufbau her. 

Die oben ausfiihrlich mitgeteilten Versuchsresultate erlauben 
den Schluss, dass die 6-Glukosidase und f-Galaktosidase eigentlich 
verschiedenen Fermenten angehéren und sie je in zwei Typen, 
nimlich Taka- und Emulsin-Typus, eingeteilt werden konnen. 


EXXPERIMENTELLER TEIU. 


I. Substrate. 


a) p-Nitrophenol-6-Glukosid war das Praparat, das vor 
kurzem von Aizawa (1989) hergestellt worden ist. 

b) p-Nitrophenol-§-Galaktosid wurde nach der Methode von 
Aizawa (1939) dargestellt. Es bildet farblose, nadlige Krystalle, 
frei von Krystallwasser, die bei 178°C schmelzen; [a]\8=—74°.7. 

e) Glukose von Merck. | 

d) Galaktose von Takeda. 

e) Phenol-$-Glukosid und (f) Phenol-6-Galaktosid waren die 
Praparate, die von Ezaki (1940) hergestellt worden sind. Die 
beiden enthalten 1 Mol. Krystallwasser, das erste schmilzt bei 
176°C, [a]>=+71° und das andere zeigte einen Schmelzpunkt 
von 147°C und [a]¥#=—40°. 

2) Glukonsaures Calcium von Takeda. 

h) Galaktonsaures Calcium wurde nach der Angabe von 
Clowes und Tollens (1899) hergestellt. Es enthalt 4 Mol. Kry- 
stallwasser und zeigt [a]%=+1.5°. . 

i) Glukonsaure-y-Lakton wurde nach der Methode von Nef 
(1914) dargestellt. Das mit absolutem Alkohol umkrystallisierte, 
fein nadlige Praparat zeigt einen Schmelzpunkt von 138°C; [a]#§ 
=+68°. 

J) Galaktonsaure-y-Lakton wurde, wie bei Glukonsaure-y- 
Lakton, aus galaktonsaurem Calcium hergestellt. Der fein nadlige 
Krystall schmilzt bei 110°C und zeigt [a]’=—71°. 
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Il. Fermentlosung. 


a) Wasserige Losung von Takadiastase sowie Emulsin 
(Merck) wurde gegen destilliertes Wasser dialysiert. 

b) Dialysiertes Autolysat von Friichten der Mohrenhirse 
=/-Glukosidase von Taka-Typus. 

Zermahlene Friichte der Mohrenhirse wurden in 3. facher 
Menge Wasser unter Toluol-Chloroform-Zusatz 2 Tage bei 37°C 
stehen gelassen, das Filtrat dann gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. 

¢) Dialysiertes Schweinemilz-Autolysat =f-Galaktosidase von 
Taka-Typus. 

Zermahlene Schweinemilz wurde in 2 facher Menge Wasser 
unter Toluol-Chloroform-Zusatz 2 Tage bei 37°C stehen gelassen, 
und das Filtrat gegen destilliertes Wasser dialysiert. 

d) £-Galaktosidase von Emulsin-Typus der B. coli communis. 
Nachdem B. coli communis auf 1%igem Milehzucker-Agarnahr- 
boden (Px 7,0) geziichtet worden war, stellte man eine Suspension 
in sterilem destilliertem Wasser her, liess sie in Kaltemischung 
gefrieren und erwirmte sie wieder auf 37°C. Nach mehrfacher 
Wiederholung dieser Manipulation wurde die Losung zentrifugiert 
und die tiberstehende Fliissigkeit zum Versuch verwendet. 

e) Suspension von Proteus vulgaris X19(0-Form) =/-Gluko- 
sidase vom Emulsin-Typus. 

Proteus vulgaris Xi 9(0-Form) wurde 20-24 Stunden auf 
Agarnahrboden kultiviert,’ welcher 1% Salicin enthielt und dessen 
Pu mit M/10 phosphorsaurem Natrium auf 8,0 korrigiert worden 
war. Die Suspension wurde in sterilem destilliertem Wasser her- 
gestellt. Alle Hingriffe wurden unter sterilen Kautelen durch- 
eefthrt. 

f) Sonstige Fermentlésungen wurden aus den entsprechen- 
den Ausgangsmaterialien durch 2 tagige Extraktion mittels 2-3 
Volumen Wasser bei 37°C und anschliessende Dialyse bereitet. 

Die Konzentration der Fermentloésungen wurde im allgemeinen 
so gewahlt, dass das p-Nitrophenol-6-Hexosid bei dem Versuch ohne 
Zuckerzusatz (Kontroll-Versuch) nach der unten angegebenen 
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Bedingung in 1 Stunde 30-40% gespalten wurde. 


III. Versuchsanordnung. 


Die Versuche wurdn bei 37°C und bei optimaler Aziditat des 
betreffenden Fermentes ausgeftihrt. Als Pufferlosung wurden 
M/10 Phosphat- und M/2 Acetat-Gemisch verwendet. 


Die Versuchslésungen bestanden aus: 


1) bei Versuch ohne Zuckerzusatz (Kontroll-Versuch) ; 


M/1000 p-Nitrophenol-6-Hexosid 10,0 eem 
Fermentlosung UALS 
Pufferlosung ns 
Wasser DOS 
Toluol 2-3 ett. 
2) bei Versuch mit Zuckerzusatz ; 
M/1000 p-Nitrophenol-f-Hexosid 10,0 eem 
Fermentlosung 250 ee 
Zucker-Pufferlosung Bi 
Toluol 2-3 ett. 


Die endliche Konzentration der Substrate war M /2000. Das 
Mengenverhaltnis des Substrates zum zugesetzten Zuckerderivate 
war 1:100. 

Der Zusatz der Zuckerderivate wurde in folgender Weise aus- 
gefiihrt. Die Pufferlosung wurde mit Wasser 5:3 gemischt und 
mit dieser Losung M/8 Losung der Zuckerderivate hergestellt. 
Die in solcher Weise bereitete Lésung der Zuckerderivate wird in 
der oben angegebenen Zusammensetzung der Versuchslésungen 
einfachheitshaiber Zucker-Pufferlésung genannt. In jeder Ver- 
suchslosung waren 8,0 ccm Zucker-Pufferlésung auf 20,0 cem ver- 
diinnt vorhanden. Endliche Konzentration der Zuckerderivate war 
also M/20. 

Was die Kolorimetrie des abgespalteten -Nitrophenols 
betrifft, vergleiche die Mitteilung von Tanaka (1938), Aizawa 
(1939), Ezaki (1940) und anderen. Folgendes sei hier erwihnt: 
In dem Trichloressigsiurefiltrat der mit Calciumhexonat versetzten 
Versuchsloésungen entsteht bei Alkalisierung mit Natriumecarbonat 
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selbstverstandlich Niederschlag von Calciumecarbonat. Freies p- 
Nitrophenol wird aber daran nicht adsorbiert, die Lésung kann 
daher zur Kolorimetrie sogleich filtriert werden. Bei den Ver- 
suchen mit Bakteriensuspension war der Trichloressigzusatz nicht 
hinreichend, um ein wasserklares Filtrat zu liefern. Bei den Ver- 
suchen mit den pflanzlichen Extrakten kam es manchmal vor, dass 
das Trichloressigsaurefiltrat noch durch nattirliche Farbstoffe 
verfarbt war. In solchen Fallen kam anstatt 10% Trichloressig- 
siure 2% Bleiacetat zur Verwendung; Blei im Filtrat wurde als 
Carbonat entfernt. Wie Ohno (1941) angab, wurde p-Nitrophenol 
von Bleiacetat nicht gefallt und bei alkalischer Reaktion auch nicht 
von Bleicarbonat adsorbiert. 


. IV. Ergebnisse. 


A) Takadiastase (0,5%). optimale Aciditat=Pu 5,0. 
1) MHydrolyse des p-Nitrophenol-8-Glukosids. . 
a) Einfluss der Glukose, Galaktose, des Phenol-6-Glukosids und 
Phenol-8-Galaktosids. 


Hemmung; Glukose= ++; Phenol-8-Glukosid= + + 
Galaktose=0; Phenol-8-Galaktorid =0 


; : Ze Phenol-6- Phenol-f- 
Pu 5,0 Kontrolle Glukose Galaktose @lukosid (Galaktosid 
Jo Yo %o Jo Jo 
Nach 1 Stde. 42 11 41 8 40 
Pe Such: 67 13 70 13 68 
a ah wshutolide 89 23 91 17 90 


b) Einfluss des glukonsauren und galaktonsauren Caleiums. 


Hemmung; Glukonsaures Calcium= + + + 
Galaktonsaures Calcium=0 


Glukonsaures Galaktonsaures 
PH 5,0 Kontrolle Calcium Calcium 
Jo Jo % 
Nach 1 Stde. 44 6 43 
re PAS Shalit, 63 9 62 
Hy a) aswicohels 76 Tal 75 
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c) Einfluss des Glukonsadure-y-Laktons und Galaktonsdure-y-Laktons. 
Hemmung; Glukonséure-y-Lakton= + + + 
Galaktonsadure-y-Lakton = 0 
= ; Glukonsaéure- Galaktonsiure- 
Pu 5,0 sy olle y-Lakton y-Lakton 
2 To Jo 
Nach 1 Stde. At 0 43 
Hi a etdny 66 0 2 
qa soi ban, 78 Supr (as 


2) Hydrolyse des p-Nitrophenol-8-Galaktosids. 


a) 


Einfluss der Glukose, Galaktose, des Phenol-8-Glukosids und des 
Phenol-G-Galaktosis. 


Hemmung; Glukose=0; Phenol-§-Glukosid =0 


Galaktose= ++; Phenol-8-Galaktosid= + + 


Px 5,0 ee age ape ed eee Reet 
oO 7) oO Gp | % 
Nach 1 Stde. 44 44 10 42 9 
i. 2 Sate: 59 61 18 60 16 
> & Stdn 71 72 24 72 21. 
b) Einfluss des glukonsauren und galaktonsauren Calciums. 


Hemmung; Glukonsaures Calecium=0 
Galaktonsaures Caleium= + + 


Pu 5,0 Ontealte Glukonsaures Galaktonsaures 
% Caleium Calcium 
%o Jo 
_ Nach 1 Stde. 49 50 ' 9 
8 PSieclin, 67 66 16 
SD Sidi 76 76 21 
c) Einfluss des Glukonsiure-y-Laktons und Galaktonsiure-y-Laktons. 


Hemmung; Glukonsaure-y-Lakton =0 - 
Galaktonsaure-y-Lakton = + +°+ 


Px 5,0 eye ee ee ae 
: % Jo 
Nach 1 Stde. 46 46 0 
By a sinobae 61 61 0 
a) eanehing 72 72 Spur 
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B) LEmulsin (0,4%). optimale Aciditit=Pu 6,0. 
1) Hydrolyse des p-Nitrophenol-8-Glukosids, 


a) Einfluss der Glukose und Galaktose. 
Hemmung; Glukose=0; Galaktose=0 


Kontrolle Glukose Galakto 
Px 6,0 se 
Jo % Jo 
Nach 1 Stde. 84 34 34 
ee Stans 52 51 52 
po Bd Shiebal, 65 64 65 


b) Einfluss des Phenol-6-Glukosids und Phenol-6-Galaktosids. 
Hemmung; Phenol-6-Glukosid = + + 
Phenol-6-Galaktosid= + + 


PE 6,0 oie Glukosid Galaktosid 
“ %o %o 
Nach 1 Stde. Bd 21 25 
2 Sioa. 56 34 37 
Hie baste, 72 42 48 


c) Einfluss des glukonsauren und galaktonsauren Calciums. 
Hemmung; Glukonsaures Calcium =0 
Galaktonsaures Caleium=0 


Pu 6,0 Kontrolle Eee iad Kontrol op eck 
2 __% 2 2 Yo 
Nach 1 Stde. 38 36 47 47 
» 2 Stdn. 50 50 61 61 
| 8 Stdn. 61 60 Rais’ 70 


ad) Winfluss des Glukonsfure-y-Laktons und Galaktonsiure-y-Laktons. 


Hemmung; Glukonsadure-y-Lakton = + + + 
Galaktonsdure-y-Lakton= + + + 


, Glukonsaure-y- Galaktonsaure- 
PH 6,0 Kontrolle eta wy-Lakton 
7% Io %o 
Nach 1 Stde. 34 Spur. 9 
ce Sud, §2 4 14 
cy ae wsirohits 65 7 18 
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2) Hydrolyse des p-Nitrophenol-6-Galaktosids. 
a) Einfluss der Glukose und Galaktose. 
Hemmung; Glukose=0; Galaktose=0 
Kontrolle Glukose Galaktose 
PH 6,0 % % % 
Nach 1 Stde. 34 34 34 
By 4 eli, 52 5! 52 
OS uOn 65 64 65 
b) Einfluss des Phenol-8-Glukosids und Phenol-6-Galaktosids. 
Hemmung; Phenol-8-Glukosid= + 
Phenol-6-Galaktosid = + 
Phenol-p- Phenol-f*+ 
Pu 6,0 See OLS Glukosid Galaktosid 
Jo Jo Jo 
Nach 1 Stde. 36 24 20 
me) eyes isoins 58 39 34 
Sou bans 75 ol 42 
c) Hinfluss des glukonsauren und galaktonsauren Calciums. 
Hemmung; Glukonsaures Calecium=0 
Galaktonsaures Calcium=0 
Glukonsaures : Galaktonsaures 
Pu 6,0 Kontrolle Galea Kontrolle Caleta 
Jo Jo Jo % 
Nach 1 Stde. Bill 28 36 35 
ie e2estdn: 46 42 49 50 
3h fStnwhay, 56 52 60 59 


d) Hinfluss des Glukonsiure-y-laktons und Galaktonsiure-y-laktons. 


Hemmung; Glukonsidure-y-lakton= + + + 


Galaktonsaure-y-lakton = + + + 


. 


: Glukonsa&ure- Galaktonsiure- 
Px 6,0 Kontrolle wy-Lakton y-Lakton 
% Jo Jo 
Nach 1 Stde. 34 6 Spur 
5 ee Stans 49 9 4 
my Bs Shiela. 59 10 : 5 
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C) Morokosi (Mohrenhirse). 


1) Hydrolyse des p-Nitrophenol-8-Glukosids. 


a) Bestimmung 


der optimalen Aciditit. 
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Pu 4,0 Pa 5,0 PxH 6,0 Px 7,0 PH 8,0 

% % 0 Jo %o 

Nach 1 Stde. 33 41 29 ily 5 

oy BY Whelan 68 84 60 85 at 

b) Einfluss der Glukose und Galaktose. 
Hemmung; Glukose=+-+; Galaktose=0 

Kontrolle Glukose Galaktose 
PxH 5,0 % % % 
Nach 1 Stde. 39 9 39 
oh Tehatoliaye 64 16 63 
BP SOI, 86 21 82 


c) Einfluss des Phenol-6-Glukosids und Phenol-$-Galaktosids. 
Hemmung; Phenol-8-Glukosid= + + + 
Phenol-8-Galaktosid = 0 


Pa 5,0 Kontrolle Glukosid Galaktosid 
oO % 0 
Nach 1 Stde. 40 6 39 
ye stdin, 65 64 
ja or Seda, 88 ie! 86 


d) Einfluss des glukonsauren und galaktonsauren Calciums, des 
Glukonsiure-y-Laktons und Galaktonsiure-y-Laktons. 

Hemmung; Glukonsaures Caleium=-+ + + 
Galaktonsaures Calcium = 0 
Glukonsdure-y-Lakton = + + + 
Galaktonsidure-y-Lakton =0 


Glukon- Galakton- Glukon- Galakton- 

pest ys, Kontrolle gsaures . saures saure-y- sdure-y- 

o Caleium Caleium Lakton Lakton 
‘4 Jo Jo Jo Jo 
Nach 1 Stde. 40 Spur 40 0 38 
» 2 Stdn. 65 3 67 0 64 
i Oo Stan: 85 5 87 ets 85 
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2) Hydrolyse des p-Nitrophenol-8-Galaktosids. 


Pu 4,0 Pu 5,0 | PH 6,0 | Pu 7,0 | Px 8,0 
Jo Jo o 0 Jo 
Nach 1 Stde. 0 0 0 0 
a Sidi, 0 0 0 0 0 
»» 24 Stdn. 0 0 0 0 


D) Schweinemilz. 


1) MHydrolyse des p-Nitrophenol-8-Glukosids. 


Pu 4,0 Pu 5,0 | Px 6,0 | PH 7,0 | PE 8,0 
Jo Jo Jo Jo 0 
Nach 1 Stde. 0 0 0 | 0 
fy Sheba. 0 0 0 0 0 
» 24 Stdn. 0 0 0 0 0 
2) Hydrolyse des p-Nitrophenol-6-Galaktosids. 


a) Bestimmung der optimalen Aciditat. 


12asm eo. |) dase C80) Pe 5,00) Pe 6.0 P70) see S50 


6 % Yo %o % | _ % 
Nach 1 Stde. 18 20 22, 12, Spur 
7 ie eon. 41 44 46 28 5 


b) Einfluss der Glukose und Galaktose. 
Hemmung; Glukose=0; Galaktose= + + 


Px 5,0 Kontrolle Glukose | Galaktose 
- o %o ‘0 
Nach 1 Stde, 21 21 3 
5) Re 34 35 | 4 
oo Stan 45 46 | 5 


c) Einfluss des Phenol-8-Glukosids und Phenol-§-Galaktosids. 
Hemmung; Phenol-8-Glukosid=0 
Phenol-8-Galaktosid= + + + 


Pa 5,0 halgene Aa eRe 
= é % Ze 
Nach 1 Stde. 20 21 0 
» 2 Stdn. 35 36 Spur 
» 8 Stan, |. 45 47 : 


Studien iiber die Carbohydrase.—V. 55 


d) Einfluss des glukonsauren und galaktonsauren Calciums. 


Hemmung; Glukonsaures Calcium=0 
Galaktonsaures Caleium= + + + 


. Glukonsaures Galaktonsaures 
Px 5,0 Kontrolle Calcium Calcium 
%o %o Jo 
Nach 1 Stde. 22 20 0 
so. 2 Stdn; 35 35} 0 
GY tshgebare 45 43 Spur 


e) Hinfluss des Glukonsiiure-y-Laktons und Galaktonsiure-y-Laktons. 


Hemmung; Glukonsiure-y-Lakton=0 
Galaktonsaure-y-Lakton = + + + 


Glukonsaure- Galaktonsadure- 
Pa 5,0 Kontrolle y-Lakton y-Lakton 
Jo %o % 
Nach 1 Stde. 22 21 0 
nj | ee aS eehas 37 35 0 
by SHON AY, 48 45 0; 
E) B. coli communis. 
1) MHydrolyse des p-Nitrophenol-8-Glukosids. 
Pu 4,0 Pa 5,0 PH 6,0 Px 6,6 Pa 7,0 Px 8,0 
%o %o Jo 0 %o 
Nach 1 Stde. 0 0 0 0 
a aoestdn, (0) 0 0 0 
» 24 Stdn; 0 0 0 0 0 
2) Hydrolyse des p-Nitrophenol-8-Galaktosids. 
a) Bestimmung der optimalen Aciditat. 
Px 4,0 Px 5,0 Pa 6,0 Pr 6,6 |) Pm 7,0) |) Pa 8,0 
6 %o % %o %o %o 
Nach 1 Stde. 0 (0) 27 24 19 
» 8 Stdn. 0 62 55 41 


OY ES ee ee Ne eee ee eee 
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b) Einfluss der Glukose und Galaktose. 


Hemmung; Glukose=0; Galaktose=0 


Pu 66 Kontrolle Glukose Galaktose 
a i %o %o a 
Nach 1 Stde. 23 22 22 
a 7A polar, 39 38 ; 37 
oo Sua my 51 50 48 


ec) Hinfluss des Phenol-8-Glukosids und Phenol-8-Galaktosids. 


Hemmung; Phenol-8-Glukosid= + + 
Phenol-8-Galaktosid = + + 


Phenol-B- Phenol-- 

PH 6,6 Fontrolle Glukosid Galaktosid 
Jo Jo % 
Nach 1 Stde. 24 u 8 
» 2 Stan. 37 18 13 
» 3 Stdn. 49 25 17 


d) Hinfluss des glukonsauren und galaktonsauren Calciums. 


Hemmung; Glukonsaures Calcium=0 


Galaktonsaures Calcium=0 


Glukonsaures Galaktonsaures 
PH 6,6 Houtrolle Calcium Caleium 
% (a) oO 
Nach 1 Stde. 23 23 24 
ye oetdn, 39 38 39 
xy) ay suit ling 51 50 52 


e) Hinfluss des Glukonsdure-y-Laktons und Galaktonsaure-y-Laktons. 


Hemmung; Glukonsadure-y-Lakton = + + + 


Galaktonsdiure-y-Lakton= + + + 


: Glukonsiure- Galaktonsaure- 
PH 6,6 Kontrolle y-Lakton y-Lakton 
7) Yo A 
Nach 1 Stde. 24 6 Spur 
» 2 Stdn. 37 10 5 
Se omotan. 49 13 6 
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F) Proteus vulgaris Xi. (0-Form). 


1) Hydrolyse des p-Nitrophenol-8-Glukosids. 


a) Bestimmung der optimalen Aciditit. 


Pu 4,0 PH 5,0 Px 6,0 Px 7,0 PH 8,0 
oO (9) % % % 
Nach 1 Stde. 0 Spur 28 34 | 30 
ye 8) (Shishi a5 3 62 90 (ial 


b) LHinfluss der Glukose und des glukonsauren Calciums. 


Hemmung; Glukose=0; Glukonsaures Calcium=0 


Glukonsaures 
PH 7,0 Kontrolle Glukose atnt un 
%o Jo J 
Nach 1 Stde. 32 29 34 
» 2 Stdn: 54 49 56 
Po) Suan: 71 66 75 


ec) Hinfluss der Galaktose und des galaktonsauren Calciums. 


Hemmung; Galaktose=0; Galaktonsaures Calcium =0 


Galaktonsaures 
Px 7,0 Kontrolle Galaktose Caleturh 
Jo %o Jo 
Nach 1 Stde. 36 38 35 
» 2 Stdn. 62 64 63 
Zo otdn: 82 85 84 


: 
ad) Hinfluss des Phenol-8-Glukosids und Phenol-6-Galaktosids. 


Hemmung; Phenol-$-Glukosid= + + 
Phenol-8-galaktosid = + 


Phenol-f- Phenol-f- 


Pa 7,0 Kontrolle Glukosid Galaktosid 
%o Jo % 
Nach 1 Stde. 35 8 29 
, 2 Stdn. 61 13 47 


» 38 Stdn. 82 17 62 
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e) Hinfluss des Glukonsdure-y-Laktons und Galaktonsaure-y-Laktons. 


Hemmung; Glukonsdure-y-Lakton= + + + 
Galaktonsaure-y-Lakton = + + 


; Glukonsaure- Galaktonsdure- 
Px 7,0 Kontrolle y-Lakton 4y-Lakton 
Jo Jo Jo 
Nach 1 Stde. 25 Spur 13 
a 60a td, 43 3 23 
=. fay sila, 59 4 30 


2) WHydrolyse des p-Nitrophenol-8-Galaktosids. 


‘Pu 4,0 .|. PH 5,0 Pu 6,0 Px 7,0 PH 8,0 
Jo % % Jo Jo 
Nach 1 Stde. 0 0 0) 0 0 
» 8 Stdn. 0 
» 24 Stdn. 0 0 0 0 0 
ZUSAMMENFASSUNG. 


Unter Verwendung des p-Nitrophenol-6-Glukosids und /- 
Galaktosids als Substrate wurde die Beeinflussbarkeit ihrer Hydro- 
lyse durch Gegenwart von verschiedenen Zuckerderivaten unter- 
sucht, wobei sich herausstellte, dass sowohl $-Glukosidase als auch 
f-Galaktosidase in Taka- und Emulsin-Typus eingeteilt werden 
kénnen. f-Glukosidase und $-Galaktosidase sind nicht identisch. 
Diese Fermente kommen in der Natur manchmal mit einander 
vermischt vor. Durechsuchung auf die alleinige Existenz jeden 
Ferments hatte folgende Ergebnisse : 

1. §-Glukosidase vom Taka-Typus ist in den Friichten der 
Mohrenhirse (Japanisch: Morokosi) vorhanden. 

2. £-Galaktosidase vom Taka-Typus wird in dem dialysierten 
Autolysat der Schweinemilz bewiesen. 

3. $-Glukosidase vom Emulsin-Typus kommt in Proteus 
vulgaris X49 (0-Form) vor. 

4. £-Galaktosidase vom Emulsin-Typus kann man aus Coli- 
Bazillen durch Gefrier-Auftau-Verfahren herstellen. 
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Diese Untersuchungen wurden unter Leitung yon Prof. 
Akamatsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die 
Herrn Professor Akamatsu zur Férderung der wissenschaftlichen 
Forschungen von dem Unterrichtsministerium zur Verfiigung 
gestellt wurde. 
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UBER DIE ABLAGERUNG DES CHAULMOOGRAOLS 
IN DEN ORGANEN. 


VON 


JOKICHI KOYANAGI. 


(Aus dem Biochem. Institut der Kumamoto Med. Fakultét. 
Vorstand: Prof. Dr. 8. Kato.) 


(Hingegangen am 2. November 1941) 


In der friiheren Mitteilung (1940 a) hat Verfasser geiussert, 
dass die Vermehrung des Neutralfettes, welche sich in ver- 
schiedenen Organen eines Kaninchens, ausser dem Herz, beobachten 
lasst, wenn man ihm lange Zeit die die freie Chaulmoografettsaiure 
enthaltende Chaulmoograédlemulsion in der fiir den Menschen zu 
verwendenden Menge in die Vene injiziert, wohl nicht als die 
Ablagerung des Chaulmooeradls selbst zu betrachten, sondern auf 
die fettige Degeneration der Zellen zuriickzufiihren sei, und dass 
die andauernde Ablagerung des Chaulmoogradls ja unmdglich 
ware, weil sich das Neutralfett in den Organen durch die lange 
Zeit wiederholten, subkutanen od. intravendsen Injektionen der 
neutralen Chaulmoogradlemulsion in der fiir den Menschen zu 
verwendenden Dosis nicht vermehrt. 

Wenn es so ist, steht es nun in Frage, welches Schicksal denn 
das Chaulmoograél in den Organen bei der Injektion in grosser 
Menge erfahren kénne? Auf diesem Gebiete sind aber bisher 
keine Arbeiten verdffentlicht worden. Bevor Verfasser an die 
Losung dieser Frage ging, wurde der gegenwartige Versuch vor- 
genommen, um zunichst dariiber Klarhait zu schaffen, ob sich das 
in grosser Menge injizierte Chaulmoograél in den verschiedenen 


Organen ablagert oder nicht. 


EXPERIMENT. 


Als Versuchstiere wurden mannliche Kaninchen gebraucht. 
Das frische Chaulmoograol, (Fabrikat von Okamura) wurde nach 
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Verfassers eigener Methode raffiniert und emulgiert (1940a). Die 
5%ige Emulsion wurde den Tieren pro kg Koérpergewicht je 10 cem 
einmal intravenés injiziert. Nach dem Verlauf einer bestimmten 
Zeit wurden je an der Milz, der Leber, der Niere und der Lunge 
die Gesamtfettstoffe und das neutrale Chaulmoograél bestimmt. 
Zur Bestimmung des Chaulmoograéls wurde Verfassers eigene 
Methode (1940 a) verwendet. Da es aber noch nicht bestatigt war, 
ob sie auch auf die Organe angewendet werden konne, wurde 
vorher ein praliminarer Versuch gemacht. Ich setzte némlich der 
Mischung von Gewebebrei und Natriumsulfat anhydrid wieder 
2ceem der 5%igen Chloroformlosung des Chaulmoogradls (0,1 g) 
hinzu uid machte mit diesem Mittel in der Weise, wie sie unten 
erwaihnt wird, die Messung, deren Ergebnisse an der Milz 99,5%, 
am rechten Leberlappen 95,4%, am linken 102,5%, an der Niere 
106,6% und an den Lungenlappen 102,9% waren. Dadureh wurde 
also sichergestellt, dass die kleine Menge Chaulmoogra6él in einer 
grossen Menge von Organstiicken messbar ist. 

Auf dieser Grundlage wurde nun das folgende Verfahren 
angewendet: nachdem die mit der Chaulmoogradlinjektion be- 
handelten Kaninchen zu Tode verblutet waren, wurden ihnen die 
Organe exstirpiert. Sie wurden mit raffiniertem Schmirgel zu 
Gewebebrei zerrieben und pulverisiert durch die Entwasserungs- 
kraft des Natriumsulfatanhydrid. Von dem so _ verfertigten 
Pulver wurden die Gesamtfettstoffe mit der Soxhletschen Methode 
12 Stunden lang in Ather ausgezogen und danach in den Kjeldahl- 
kolben versetzt, um durch Abdampfung unter Niederdruck aus- 
getrocknet zu werden. Dann wurden sie in wasserfreiem Ather 
aufgelést und die Lésung mit Asbest in den im voraus gewogenem 
Becher filtriert und nach der Entatherung die Gesamtfettstoffe 
gewogen. Dann wurde das Phosphatid in diesen Gesamfettstoffen 
durch die Hinzuftigung reinen Azetons zur Fallung gebracht. 
Nach gutem Umriihren wurde die Lésung mit entfetteter Bauin- 
wolle. in den Kjeldahlkolben filtriert. Der Niederschlag wurde 
wiederholt mit Azeton gewaschen und, nachdem das Azeton im 
Kolben unter Niederdruck abgedampft worden war, in Petrolither 
(Siedepunkt 40°-60°) gelést. Dann wurde diese Lésung mit 
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Asbest in einen im voraus gewogenen Becher filtriert, nach 
Abdampfung des Petroliithers, wurde der zuriickgebliebenen 
Niederschlag (A g) gewogen. Nach Mischung mit einer kleinen 
Menge reinen Athers wurde das Gemisch in ein Spitzglas von 
20cem, das an der Spitze halbkreisférmig ist, getan. Hierauf 
wurde im Vacuum entathert, damit der Niederschlag sorgfiltig 
und vollstandig von dem Lésungsmittel befreit wurde. Dazu 
wurden a cem reine konz. Schwefelsiure tropfenweise aus der 
Biirette gefiigt und sorgfaltig, mit Eis kiihlend, gemischt. Dann 
wurden sogleich 4% a eem 35%igen Formols hinein getan und 
gerthrt. Diese Fliissigkeit wurde neutralisierte mit starkem 
Ammoniakwasser, bis der Niederschlag endlich ganz wie Higelb 
gefarbt war. Darauf wurde mit Alkohol behandelt und nach 
Hrwarmung und Rthren im Goochschen Tiegel filtriert. Am Ende 
wurde mit warmen Alkohol, Wasser, Azeton, Petrolather und 
wasserfreiem Ather gewaschen, um alle Unreinigkeiten zu entfernen. 
Das Trocknen wurde bei 60°C fortgesetzt bis zur Gewichtkonstante. 
Mit 4/5 multipliziert, erhalt man die Menge des Chaulmoogradls 
in den Versuchsorganen. 


I. Die Mile (Tabelle I). 


Drei Stunden nach der intravenosen Injektion der Chaulmoog- 
radlemulsion nimmt die Menge der Gesamtfettstoffe stark zu und 
die Ablagerung des Chaulmoograéls ist deutlich zu bemerken. 
Obgleich sich diese Zunahme an den Gesamtfettstoffen noch nach 
dem Verlauf von 6 Stunden nachweisen lasst, gibt es hier doch 
keine Ablagerung des Chaulmoograéls. Wie schon berichtet 
[Koyanagi, (1940 a)], kann man nach dieser Methode, die eigent- 
lich nur auf das neutrale Chaulmoograél anwendbar ist, seine 
Fettsiure nicht bestimmen. Mit Riicksicht auf diese Tatsache darf 
man annehmen, dass die Zunahme der Gesamtfettstoffe, die sich 
auch nach Verlauf von 6 Stunden nach der Injektion des Chaul- 
moograéls bestitigen lasst, weniger die Ablagerung des Chaul- 
moograéls als Neutralfett als vielmehr als Fettsaure beweist. 12 
Stunden nach der Injektion kann man das Vorhandensein des 
Chaulmoograéls in der Form der Fettséure nachweisen. 
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TABELLE I, 
Milz. 
Nach . Injektions- epeeer ee Gesamtfett- | Chaulmoo- 
Injekt. peas menge oe 5 tick stoff graol 
Stn. : g % g 
1 fe 1,75 2,377 0 
i 2 10 0,92 1,707 0 
3 120) 1,55 8,232 0,0969 
Z 4 1,2 1,59 7,237 0,0709 
6 5 all 0,95 5,018 0 
6 ial 1,35 8,909 0 
" 7 1,0 2,63 3,870 0 
aa 8 1,0 0,85 2,235 0 
ba 9 1,0 1,15 1,330 0 
Fr 10 dial 1,00 1,501 0 
‘ JGR — 0,76 1,460 = 
Nicht 12 = 1,15 1,043 2 
lee 13 = 0,87 1,724 nad 


II. Die Leber (Tabelle IZ). 


An der Leber kann man feststellen, dass sich das Chaul- 
moograol 3-6 Stunden spater ablagert. Ferner kann die Zunahme 
der Menge der Gesamtfettstoffe noch 12 Stunden nach der Injek- 
tion konstatiert werden. Das beweist etwas spiter auftretende 
Ablagerung als bei der Milz. Dass die abgelagerte Menge des 
Chaulmoograéls in der Leber kleiner als in der Milz ist, ist wohl 
der Tatsache zuzuschreiben, dass die Leber, die ja in inniger 
Beziehung zum Fettumsatz steht, auch an der Zersetzung des 
Chaulmoogradls beteiligt war. 


III. Die Nieren und Lunge (Tabelle III und IV). 


An ihnen ist die Ablagerung des injizierten Chaulmoograéls 
nicht nachweisbar. 
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TABELLE IT. 
Leber. 
Nach ‘ Injektions- , A, Gesamtfett- | Chaulmoo- 
Injekt. ae menge Milz-Stiick stoff graol 
Stn. . fede 8g % g 
1 1 iba 48,15 4,093 0 
2 1,0 41,44 3,466 0 
5 3 1,0 44,62 4,018 0 
4 4 1,2 48,52 5,040 0,0109 
. 5 11 51,10 3,952 0,0365 
6 JEL 55,13 3,372 0 
6 7 1,0 38,84 5,301 
* 8 1,0 48,39 6,379 0 
om 9 1,0 60,90 3,867 0 
10 1,0 38,95 3,570 0 
; aati — 31,70 3,476 aS 
Nicht 12 4 58,05 3,763 S 
iow 13 _ 67,62 3,470 — 


TABELLE III. 


Niere. 

Nach : Injektions- |, “cts 1-| Gesamtfett- | Chaulmoo- 
Injekt. aponinenen menge jit eitick stoff graol 
Stn. : g Yo g 

a! if 14,55 2,369 0 

1 2 1,0 11,00 2,807 0 

4 $ 1,0 10,79 2,109 0 
2 4 ee TEEN 2,449 0 

ic 5 aia 16,05 1,903 0 
° 6 re 10,42 2,169 0 

7 1,0 14,54 1,755 0 

12 

2 8 i,0 12,54 2,377 0 
ric) 9 1,0 11,90 2,192 0 

24 10 1.0 10,15 1.720 0 

: ell _ 11,65 1,878 — 
Nicht 12 = 12,45 2,149 oe 
injiz. 13 a 12,92 2,399 aa 
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TABELLE LV. 
Lunge. 

Nach . Injektions- | yy7-3, ays Gesamtfett- | Chaulmoo- 
Injekt. rs menge eae stoff graol 
Stn. 3 g Yo g 

1 1,1 8,20 2,504 0 

1 2 1,0 5,95 2,324 0 

3 1,0 7,40 2,736 0 

3 4 12 7,45 2,336 0 

Q 5 A 10,20 2,027 0 

6 sist 6,87 3,197 0 

= 7 1,0 6,45 3,158 0 

oe 8 1,0 11,05 2,419 0 

ot 9 1,0 8,00 2,370 0 

‘ 10 che 5,60 1,¥10 0 

. 11 — 7,20 * 2.554 = 

Nicht 12 = 7.61 2.387 = 

ae 3 = 6,78 2,616 = 
ScHLUSS 


Wenn das neutrale Chaulmoograél als Emulsion intravenos 
injiziert wird, so lagert es sich in der Milz, der Leber, insbesondere 
in ersterer stark ab. Jedoch kann die Ablagerung auch in diesen 
Organen nicht lange dauern. 


LITERATUR. 


Koyanagi (1940a): J. Biochem., 31, 109. 
Koyanagi (1940 b): J. Biochem., 32, 317. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 35, No. 1. 


STUDIUM UBER DAS BLUTPHOSPHATID. 


I. Mitteilung. Uber die Beziehung zwischen den 
Serumphosphatiden und den Fraktionen 
des Serumeiweisses. 


Von 


TETUO HUKASAKO. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Fakultét. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Hingegangen am 13. November 1941) 


Das Kolloidsystem des Serums besteht hauptsachlich aus 
Protein und Fettstoff: das Protein ist als hydrophiles Kolloidsystem 
bildend aufgefasst, aber unter den Fettstoffen gibt es Neutralfett, 
Cholesterin, Phosphatid usw., Stoffe von verschiedener Natur, deren 
Kolloidzustand auch voneinander sehr verschieden sein kann. 
Wenn das Hiweiss im Serum, einem Gemisch dieser Kolloidsysteme, 
auf gewohnliche Weise ausfallt, so fallt auch der Fettstoff teilweise 
mit dem Hiweiss aus. Man kann das so auffassen, dass Hiweiss 
und Fettstoff sich aufeinander beziehen als Einmischung ver- 
schiedener Kolloidsysteme, oder dass beide Stoffe sich zu einem 
Kolloidsystem adsorbieren. Theorell (1930) glaubte, dass im 
Serum die Bestandteile nur gemischt sind, da das Eiweiss, das sich 
bei Sattigung mit Ammonsulfat niederschlagt, eine grosse Menge 
Fettstoff enthalt, aber der Niederschlag, wenn wieder aufgeldst, 
sich vom Fettstoff ablést. Chick (1914) behauptete, dass 2 Arten 
Globulin, wasserlésliches und salzldsliches, auf die Verschiedenheit 
der Fettstoffmenge zuriickzufiihren sind, weil die Loslichkeit des 
Komplexes von Globulin und Fettstoff von der Fettstoffmenge 
abhangt, und stellte durch Mischung der Emulsion des Phosphatids 
mit Pseudoglobulin kiinstlich Euglobulin her. Dies fiihrte ihn zu 
der Meinung, dass Serumeuglobulin wohl ein Komplex von Pseudo- 
globulin und Fettstoff sei. Die Meinung und der Versuch yon 
Chick wurde von S¢rensen (1923) bestatigt, er behauptete 
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nimlich, dass Euglobulin die Verminderung der Loslichkeit und 
die Vermehrung des Phosphorgehalts zeigt, wahrend Pseudo- 
globulin dagegen die Verminderung des P-Gehalts aufweist, wenn 
man das auf gewodhnliche Weise aus dem Serum niedergeschlagene 
Globulin auf verschiedene Weise fraktioniert und Euglobulin und 
Pseudoglobulin einzeln reinigt. Daraus ergibt sich, dass ein Teil 
der Phosphatide sich mit Euglobulin verbindet. 

Es ist also eine wichtige Frage, zu untersuchen, in welchem 
Zusammenhang denn jede Fraktion des Serumeiweisses und das 
Phosphatid stehen, indem man das Serumeiweiss in Globulin. und 
Albumin fraktioniert und dann subfraktioniert. 

So will ich denn durch gleichzeitige Messung der Menge des 
Lipoid-P, Lipoid-N und Lipoid-NH2-N die Lecithin- und Kephalin- 
menge im Serum und klar stellen, ob das Phosphatid, welches mit 
jeder Fraktion des Serumeiweises verbunden ist, und welches bisher 
als Lecithin (P X25) angesehen wurde, wirklich Lecithin ist, in 
welcher Beziehung denn Kephalin steht, in welchem Verhialtnis 
Lecithin und Kephalin zueinander stehen. 


EXPERIMENT. 

Das Experiment wird folgenderweise eingeteilt: 

1. Beobachtung tiber die Menge des aus Serum durch Alkohol- 
Ather (1:1) (A-A) extrahierbaren Phosphatids und iiber die Pro- 
portion von Kephalin und Lecithin in demselben. 

2. In welchem Prozentsatz zum Gesamtphosphatid im Serum 
das Phosphatid mit dem Hiweiss ausfallt, wenn man das Serum 
mit Ammonsulfat sittigt und das Verhaltnis von Kephalin und 
Lecithin im niedergeschlagenen Phosphatid. 

3. Bestimmung der Menge des mit Globulin ausfallenden 
Phosphatids und des mit Albumin ausfallenden Phosphatids und 
dem Verhaltnis von Kephalin und Lecithin in demselben 
zueinander. 


VERSUCHSMETHODE. 


Als Material wurde Pferdeserum verwendet. Im Schlachthof 
wurde das Blut, das aus der Halsvene eines Pferdes herausstrémt, 
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in einen gereinigten Glaszylinder von ca. 11 Inhalt aufgefangen 
und nach festem Aufsetzen eines Gummistopfens nach dem Labo- 
ratorium gebracht. Dann wurde es im Brutofen eine Zeitlang 
stehen gelassen, nach Gerinnung der Kuchen mit einem diinnen 
Glasstabehen von der Zylinderwand entfernt und ein gelochtes 
Pressmetall vom ca. 350g Gewicht in den Zylinder getan, um das 
Serum heraussickern zu lassen. Das herausgesickerte Serum wurde 
30 Minuten lang (2000 Mal in der Minute) zentrifugiert und klares, 
gelbliches Serum gewonnen. 

Die Fraktionierung des Serumproteins erfolet nach Lustig 
(1930), namlich Gesamteiweiss fallt durch Sattigung mit Ammon- 
sulfat, Globulin durch Halbsattigung und aus dem Filtrat Albumin 
durch Ammonsulfat-Sattigung aus. Dies alles sei noch eingehender 
beschrieben: man gibt ins Serum destilliertes Wasser von gleicher 
Menge hinein, sattigt es mit krystallisiertem Ammonsulfat und 
lasst dann.24-48 Stunden stehen. Man filtriert, wascht den Nieder- 
schlag des Eiweisses mit gesittigter Ammonsulfatlésung 3 mal und 
gewinnt so das Gesamteiweiss.- Zur Fraktionierung des Serum- . 
proteins in Globulin und Albumin fiigt man dem mit destillierten: 
Wasser auf die doppelte Menge verdiinnten Serum gesattigte 
Ammonsulfatlo6sung (sie wird durch Ammon PH 7,2-7,5 gemacht, 
weil die beiden Fraktionen nicht den gleichen isoelektrischen 
Punkt haben.) von gleicher Menge bei und lasst es 24-48 Stunden 
stehen. _ Den Niederschlag des Globulins wascht man mit halb- 
gesittigter Ammonsulfatlésung (PH: 7,2-7,5 gemacht) einigemale, 
bis das Filtrat keine Hiweissreaktion mehr zeigt. Dieses Filtrat 
sattigt man dann ebenfalls, wie beim Gesamteiweiss, mit krystalli- 
siertem Ammonsulfat und behandelt es in gleicher Weise weiter, 
um Alubumin zu gewinnen. 

Auszug des Fettstoffes: Zu direkter Hxtraktion des 
Fettstoffes aus dem Serum kocht man den mit A-A. aus- 
gezogenen Extrakt nach Hndo’-scher Methode (1928) einige 
Minuten auf, filtriert nach dessen Abkiihlung in einen Kjeldahl’- 
schen Kolben, trocknet bei niedriger Temperatur unter Minder- 
druck ab, lost in wasserfreiem Ather und filtriert dann durch ein 
Asbestfilter. Zur Bestimmung braucht man diese Ather-Lésung. 
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Zur Extraktion des Fettstoffes aus dem Proteinnieder- 
schlag trigt man diesen Niederschlag in einen Becher vollstandig 
iiber, fiigt ihm eine kleine Menge von A-A. bei, knetet ihn mit 
einem Glasstaibchen, so wird die breiige Masse durch Entwasserung 
grob sandig. Man giesst den Obersatz in einen Myerkolben ab, 
dem Niederschlag fiigt von neuem A-A. hinzu, wiederholt dieses 
Verfahren einigemale, bis der Niederschlag feinsandig ist, den man 
dann mit der Mutterlésung in den Meyerkolben iibertragt. Dann 
folgt Kochen, Filtrieren, Trocknen, Losen mit wasserfreiem Ather, 
wie beim obigen Fall. 

Zur Bestimmung des Lipoid-N filtriert man die wasserfreie 
Atherlésung in einen Kjeldahlkolben und verfahrt damit nach 
Abdampfung des Athers nach der Mikro-Kjeldahl’schen Methode. 

Zur Bestimmung des Lipoid-Amino-N filtriert man den Ather- 
extrakt in ein von Takata (1936) angegebenes Zentrifugalrohr, 
fiigt ihm nach Abdampfung des Athers Alkohol zu, lést das Lipoid 
durch Erhitzung, emulgiert es mit Wasser und bestimmt es nach 
der von Nakashima (1932) verbesserten, Van Sly ke’schen 
Amino-N-Bestimmungsmethode. 

Zur Bestimmung des Lipoid-P fiillt man den Atherextrakt in 
einen Myerkolben, oxydiert ihn nach Abdampfung des Athers nach 
Koyanagi’scher Methode (1939) mit konzentrierter Schwefel- 
siure, trennt mit Ammoniumnitrat und Ammoniummolybdat den 
gelben Niederschlag von Ammoniumphosphomolybdat, entfernt die 
Saure durch Waschen mit kaltem Wasser, titriert mit n/25 NaOH, 
titriert mit n/25 He.SO, zuriick und errechnet dann aus der Ver- 
brauchsmenge von n/25 NaOH die Menge von Lipoid-P. 

Bestimmung des Protein. Bei direkter Behandlung des 
Serum mit A-A. lost man den Eiweissniederschlag nach Ver- 
schwinden des A-A.-Geruchs in Wasser und bestimmt N nach der 
Mikro-Kjeldahl’schen Methode. Bei dem durch Ammonsulfat 
gefallten Eiweiss lést man es in verdiinntem NaOH (2-3%), um 
den schwerloslichen Niederschlag zu losen und das Ammonium zu 
vertreiben, tragt einen Teil dieser Lésung in einen Kjeldahl’schen 
Kolben tiber, fiigt ihm eine ca. 5fache Menge Alkohol bei und 
vertreibt das Ammon, unter Erwirmung auf dem Wasserbad, 
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durch eine Wasserpumpe. Setzt man die Grenze so, dass das durch 
Beiftigung des Alkohols gefallte Eiweiss durch teilweise Abdam- 
pfung des Alkohols durchsichtig geliést bleibt, so kann, nach Ver- 
fassers Erfahrung, das Ammon vollstindig vertrieben werden, ohne 
dass man Hiweiss-N verliert, aber wenn das Hiweiss iiber diese 
Grenze hinaus zum Trocknen kommt, so vermindert es sich sehr 
wesentlich. 


ERGEBNISSE DES VERSUCHS. 


1. Phosphatid, das unmittelbar aus dem Serum extrahiert 
wurde, und Phosphatid, das aus dem durch Sattigung mit Ammon- 
sulfat niedergeschlagenen Serumprotein extrahiert wurde: 

Direkter Extrakt aus dem Serum: 5,0 cem Serum kocht man 
in ca. 400 cem A-A. eine kurze Zeit, filtriert es nach Abkiihlung 
in einen Messkolben von 500,0 cem, fiillt den Kolben mit der Wasch- 
lésung. Zur Bestimmung von N und Amino-N fangt man von der 
A-A-Lésung je 50,0 cem auf und zur Bestimmung von P 20,0 cem. 
Dies wird, wie oben, nach Trocknen, Auszug mit wasserfreiem 
Ather der Bestimmung unterzogen. Umgerechnet in Serum, hat 
man zur Bestimmung von N und Amino-N 5,0 cem und zur Bestim- 
mung von P 2,0 cem gebraucht. 

Phosphatid, das aus dem durch Sattigung mit Ammonsulfat 
niedergeschlagenen Hiweiss extrahierbar ist: 100,0cem Serum 
fiigt man 100 cem destilliertes Wasser und dann 150g krystal- 
lisiertes Ammonsulfat bei und vermischt gut. Am folgenden Tage 
filtriert man, extrahiert den Niederschlag nach der obigen Methode 
mit ca. 400 eem A-A. Lésung. Zur Bestimmung von und Amino- 
N gebraucht man 50,0 cem davon und zur Bestimmung von P 20,0 
cem. In Serum umgerechnet, zur Bestimmung von N und Amino- 
N 10,0 ccm und zur Bestimmung von P 4,0cem. Die Ergebnisse 
sieht man in. Tabelle I, (A: Das Phosphatid durch direkten 
Extrakt aus dem Serum, B: Das Phosphatid aus dem durch 
Sattigung mit Ammonsulfat niedergeschlagenen Hiweiss). 

Lipoid-P im Durchschnitt von 6 Fallen betragt A: 9,28 mg/dl, 
B: 7,89 mg/dl, und 85% von Lipoid-P im Serum schlagt mit 
Eiweiss durch Sittigung mit Ammonsulfats nieder. 
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Lipoid-N betraégt A: 6,54 mg/dl und B: 5,43 mg/dl, 83% von 
Lipoid-N fallt mit dem Eiweiss aus. 

Lipoid-Amino-N betragt A: 2,86meg/dl und B: 2,21 mg/dl, 
76% von Lipoid-Amino-N fallt mit dem Hiweiss aus. Lipoid- 
Amino-N ist in Lipoid-N in folgendem Verhiltnis enthalten: A: 
43% und B: 40%. 

Phosphatid im Serum, als Lipoid-P dessen 85%, als Lipoid-N 
dessen 83%, fallt mit dem Hiweiss durch Sattigung mit Ammon- 


Kephalin 


: betraet 
Lecithin = 


sulfat aus, und kann mit A—-A ausgezogen werden 
A: 0,437 und B: 0,407. 


2. Phosphatid, das mit Globulin ausfallt, und Phosphatid, das 
mit Albumin ausfallt: 

Zur Fraktionierung von Globulin und Albumin gebraucht man 
200,0cem Serum. Von 500,0cem A-A.-Extrakt jeden Nieder- 
schlages gebraucht man zur Bestimmung von N und Amino-N 
50,0cem und zur Bestimmung von P 20,0 cem, d.h., in Serum 
umgerechnet, gebraucht zur Bestimmung von N und NH>2-N 20,0 
eem und zur Bestimmung von P 8,0 ecm. 

Serum-Globulin betragt 4,07 g/dl, Albumin, 3,02 g/dl. Das 
Verhaltnis von Globulin zu Albumin betriégt 1,84. 

Lipoid-P im 100cem Serum betragt 7,91mg in Albumin- 
Fraktion und 3,42 mg in Globulin-Fraktion, d.h. 30% Phosphatid 
fallt mit Globulin und 70% mit Albumin aus. Umegerechnet in 
1¢ Eiweiss, schliagt 0,82 mg Globulin und 2,63 mg Albumin nieder. 

Lipoid-N betragt 2,48 mg/dl in Globulin-Fraktion, 4,93 mg/dl 
in Albumiin-Fraktion, also 83% von Lipoid-N fallt mit Globulin 
aus, und 67% mit Albumin. Umgerechnet in 1g Eiweiss, betragt 
Globulin 0,60 mg, Albumin 1,63 mg. 

Lipoid-P fad Lipoid-N sind sowohl absolut als auch relativ 
mehr in Albumin auffindbar. 

Lipoid-Amino-N betragt 1,09 mg/d/ in Globulin-Fraktion und 
1,19 mg/dl in’ Albumin-Fraktion; umgerechnet in 1g Hiweiss, 
betrigt Globulin 0,26 mg, Albumin 0,39 mg/dl. 


Lipoid-N2U-N) otro in Globulin 0,44, in Albumin 0,24. Lipoid- 
Lipoid-N 


Amino-N iiberwiegt quantitativ in Albuminphosphatid, aber pro- 
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portionell in Globulinphosphatid. 

3. Phosphatid, das mit dem durch Ammonsulfat-Sittigung 
gefallten Hiweiss nicht niederschligt : 

In dem vorhergehenden Experiment wurde klar gestellt, dass 
das Phosphatid, das durch Ammonsulfat-Sattigung mit Hiweiss 
ausfallt, 85% vom Phosphatid betrigt, das aus dem Serum un- 
mittelbar ausgezogen werden kann. Im folgenden Experiment 
wurde festgestellt, ob die restlichen 15% Phosphatid durch 
Ammonsulfat-Sattigung nicht ausfallt, sondern ins Filtrat iiber- 
getragen wird, oder ob es zwar in Wirklichkeit ausfallt, aber wegen 
der Beimischung von Ammonsulfat durch A-A. nicht vollstindig 
ausgezogen werden kann. 

Der unmittelbar -aus dem Serum durch A-A. ausgezogenen 
Niederschlag des Lipoids wurde zuerst oxydiert und die P-Menge 
gemessen, anderseits aber wird der Niederschlag dureh HCl-Pepsin- 
Losung verdaut, mit A-A. .ausgezogen und das Lipoid-P wird 
gemessen. Wenn das Serum durch Ammonsulfat niederschlagt, 
so wird das Lipoid aus dem Filtrat durch A-A. ausgezogen und 
die P-Menge wird gemessen. Der Niederschlag aber wird, wie 
oben, einerseits unmittelbar oxydiert und die P-Menge wird 
gemessen, anderseits wird er durch HCl-Pepsin-Lésung verdaut, 
durch A-A ausgezogen und das Lipoid-P wird gemessen. Das 
Verfahren des Experiments ist kurz gefasst folgendes: 


[A] [B] 
Serum Serum 
| aA | mit (NH:z)2SO. gesittigt 
| [ | Sl 
Niederschlag Filtrat Niederschlag Filtrat 
= - - 
we owe JAA | a-A 
Z i IC1- i i 1 f il 
F Ee ad a Bete Niederschlag Filtrat Niederschlag Filtrat 
| A-A Wi | 
pee = ar S| =e P-Bestimmung 
Niedersehlag Filtrat P-Bestimmung HCl-Pepsin () 
| (1) | AA 


P-Bestimmung 
j 
é Niederschlag Filtrat 


P-Bestimmung 
2 
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TABELLE IIT. 


[A] [B] 
Versuch 1 9 1 9 3 
1 4,21 0.019 0.91 0.02 1.14 
2 3.5L spur 0.56 spur 0.81 
3 3.98 spur 0.65 spur 0.95 
4 4,22 0.008 0.82 spur 1.18 
5 3.84 spur 0.54 spur 0.84 
Mittel 3.95 — 0.70 _ 0.98 


Wenn man das Phosphatid aus dem Serum durch A-A. extra- 
hiert, so gewinnt man den Riickstand des Serums, welcher, wie in 
Tabelle aufgewiesen, durchschnittlich 3,95 mg P enthalt. Aber der 
Niederschlag, der zuerst durch HCl-Pepsinlésung verdaut und 
dann durch A—A ausgezogen wurde, ist nach der Koyanagi’schen 
Methode (1939) schwer zu bestimmen oder gar nicht bestimmbar. 
Der Wert 3,95 mg/dl zeigt also wohl die Menge des anorganischen 
Phosphors im Serum. 

Bei Ammonsulfat-Sattigung enthaélt der A-—A-Extrakt des 
Serumeiweisses, umgerechnet in 100cem Serum, durchschnittlich 
0,70 mg P, dies ist wohl nur ein Teil dessen, das als anorganischer 
Phosphor im Serum vorhanden ist, aber durch Ammonsulfat- 
Sattigung mit Eiweiss niederschlagt. P im Filtrat des Nieder- 
schlags, der aus 100cem Serum durch Ammonsulfat-Sattigung 
gewonnen ist, betragt 0,98 mg, eine Menge, die iibereinstimmt mit 
der Menge des Lipoid-P, das, wie in Tabelle I, durch Ammonsulfat- 
sattigung nicht mit dem Hiweiss niederschlagt (durchschnittlich 
1,09 mg). Bei Ammonsulfat-Sittignng des Serums schlagt das ca. 
15% Phosphatid nicht mit dem Eiweiss nieder, sondern bleibt im 
Filtrat zuriick. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Handovsky und andere (1925) haben das Rinderserum mit 
Ammonsulfat fraktioniert und die Menge des Cholesterins und 
Phosphatids jeder Fraktion bestimmt. Seiner Meinung nach ver- 
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bindet sich Serum-Cholesterin zu 25% mit Globulin, 75% mit 
Phosphatid, und das Serumphosphatid schlagt fast vollstandig mit 
Albumin nieder. Theorell (1926) hat das Pferdeplasma mit 
Ammonsulfat fraktioniert und Cholesterin und Lecithin (Ather- 
léshcher Phosphor X25) bestimmt; was betreffs des Cholesterins 
mit dem Frgebnis des Handovsky’schen Experiments fast 
ubereinstimmt, aber er glaubte dem Ergebnis von Handovsky 
nicht, dass das Phosphatid gar nicht mit Globulin ausfallt, weil 
er wusste, dass die Fallungen 19% Lecithin mit Fibrinogen, 19% 
mit Globulin und der restlichen 62% mit Albumin zusammen statt- 
findet. Turner u. Gibson (1932) haben an Serum und Plasma 
von Menschen, Hund und Pferd den Verbindungszustand des 
Hiweisses mit dem Fettstoff untersucht und berichtet, dass der 
Niederschlag des Gesamteiweisses, ganz allgemein bei allen Tieren, 
etwa die Halfte der Lipoidmenge des Serums oder Plasmas enthalt, 
dass Globulin immer eine grodssere Menge Lipoid enthalt als 
Albumin, und dass unter Lipoiden, die mit Globulin ausfallen, 
Phosphatid im héchsten Prozentsatz steht. 

Das Ergebnis meines Experiments stimmt mit dem von 
Theorell fast tiberein, dass nimlich die Menge des Phosphatid, 
das beim Ausfallen des Pferdeserumproteins niederschlagt, 85% 
vom Gesamtserumphosphatid betraigt, und das restliche Phosphatid 
im Filtrat zuriickbleibt, dass 30% des mit Hiweiss niederschlagen- 
den Phosphatids mit Globulin und 70% mit Albumin ausfallt, 
dass das Verhaltnis des Globulins zu Albumin betreffs des Pferde- 
serums 1,34 betragt, und dass das Phosphatid, das in 1g Hiweiss 
auffindbar ist, im Albumin von grésserer Menge ist. 


Betretfs Bepbalin der Hiweissfraktion findet sich noch keine 


Lecithin 
ages e ; ¢ ; Kephalin 
Mitteilung, aber aus meinem Experiment ergibt sich, dass Foon 


des Pferdeserums 0,75 betragt, dessen Verhaltnis im Niederschlag 
des Fiweisses durch Ammonsulfat-Sattigung 0,66, in der Globulin- 
Fraktion 0,78 und in der Albumin-Fraktion 0,31. 
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BEMERKUNGEN UBER DIE KOLORIMETRISCHE 
BESTIMMUNG DES VITAMIN B, IN TIERISCHEN 
UND PFLANZLICHEN GEWEBEN.” 


Von 


AKIJI FUJITA unp DANJI MATSUKAWA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato Instituts 
zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 16. November 1941) 


Wir haben schon eine kolorimetrische Bestimmungsmethode 
des Vitamin B, in tierischen und pflanzlichen Geweben ausfiihr- 
lich beschrieben (Fujita und Matsukawa 1941). Nach fort- 
gesetzten Untersuchungen haben wir gefunden, dass man bei Harn 
die etwas umstandliche Extraktion des eingeengten Auszuges durch 
Methanol bzw. Benzylalkohol umgehen kann und die Ausfiihrung 
vereinfachen kann, indem man ihn im voraus durch Isobutanol bzw. 
Amylacetat extrahiert. Weiterhin sind wir tiberzeugt, dass man 
den Gesamtaneuringehalt auch bei tierischen Geweben meisten- 
falls? nach ,,Takadiastase‘-Wirkung ohne Extraktion dureh 
Methanol bzw. Benzylalkohol bestimmen kann, indem man den 
Auszug nach eventueller Vorextraktion durch Amylacetat bzw. 
Isobutanol direkt an Kieselgur adsorbieren lasst. 

Im folgenden beschreiben wir den vereinfachten und _ ver- 
besserten Arbeitsgang, mit dem man den Aneuringehalt in manchen 
Geweben praktisch bequemer bestimmen kann. 


I. BrsTtimMuNG DES ANEURINGEHALTS IM HaARN. 


Vorschrift. 50,0cem Harn werden mit ln HCl, H2SO4 bzw. 
NaOH auf Pu etwa 4,5 eingestellt. Bei Zusatzversuch gibt man 
ausserdem 40y Aneurin. Nach Zusatz von 10 ecm Isobutanol bzw. 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinzékai* danken wir fir die 


Unterstiitzung dieser Arbeit. 
2) Es gibt aber Ausnahmen wie z. B. Auster. 


@ 
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Amylacetat erwirmt man die Lésung 5 Minuten auf 80°, und 
schiittelt 2 Minuten kriaftig. Nach Abkihlen wird zentrifugiert. 
Die iiberstehende Schicht ist gewodhnlich rotbraun. Mit einer 
Pipette nimmt man die untere Wasserschicht, die durch Isobutanol 
bzw. Amylacetat wieder wie oben extrahiert wird. Die untere 
Wasserphase wird herauspipettiert, mit Wasser auf etwa 500 ccm 
aufgefiillt,’ mit 0,4@ Kieselgur versetzt, geschtittelt und filtriert. 
Der Riickstand wird mit Wasser gewaschen und der Aneuringehalt 
vorschriftsmassig bestimmt. 

Bemerkungen. (1) Ohne Vorextraktion wird die Bestim- 
mung beim Harn unméglich, da die ganze Xylolschicht sich in eine 
kolloidale Scheibe verwandelt und sich keine klare fltissige Phase 
trennen lasst. 

(2) Der f-Wert betragt gewohnlich 180 bis 200. Bei Amyl- 
acetat ist der Wert gewohnlich um 10% kleiner als bei Isobutanol. 

(8) Wenn man den Auszug, dem Natriumsulfat bis auf 10% 
zugesetzt worden ist, durch Isobutanol bzw. Amylacetat extrahiert, 
so wird die Farbenreaktion um etwa 30% gehemmt. 

(4) Wenn man den Harn, auch nach Vorextraktion, tiber 
Nacht im Eisschrank legen lasst, so konnen manchmal rotbraune 
Niederschlige” entstehen. Wenn man das Kieselguradsorbat 
zusammen mit diesen Krystallen untersucht, so kann die Faben- 
reaktion bedeutend gehemmt werden. Der Extrakt muss daher 
vor der Kieselguradsorption durch Zentrifugieren oder Filtration 
von diesen Niederschligen befreit werden. 

Beispiel. 

Hauptversuch: H=0,045. Zusatzversuch: E’=0,265. 


40 
f=—__*" ____ =182. x=0,045 - 182 - 100/50= 
" 0,265—0,045 ii sas Pa it 


Il. B&rsTIMMUNG DES FREIEN ANEURINS IN TIERISCHEN 
GEWEBEN. 


Zur Bestimmung des richtigen freien Aneuringehaltes muss 


1) Ohne diese Verdiinnung wird die Farbenreaktion beim Harn bedeutend 
(etwa 60%) gehemmt und der gelbe Farbstoff geht in die Xylolschicht iiber. 
2) Méglicherweise handelt es sich um braungefirbte Harnsaurekrystalle. 
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man die Gewebephosphatase durch vorheriges Erwiirmen_ in- 
aktivieren. (Vgl. Fujita, Dohi und Kawati 1942). 

Vorschrift. Eine geeignete Menge Wasser wird im voraus auf 
80° erwarmt. Darin gibt man mg Gewebestiickchen und list 
mindestens 15 Minuten stehen. Die Gewebestiickechen werden im 
Morser mit Glassand fein zerrieben. Nach Zusatz von Wasser- 
extrakt, einer geeigneten Menge HCl und Wasser bis auf 5 mcem 
(Pu etwa 4,5) wird die Suspension gut geriihrt. Nach 15 Minuten 
langem HErwarmen auf 80°, unter 6fteren Umschiitteln, kiihlt man 
die Losung ab, ersetzt das abgenommene Wasser und zentrifugiert. 
Die itiberstehende Fliissigkeit ist g@ewohnlich klar. Man erhilt 
dadurech den Auszug (1:5). Bei vielen Geweben kann man den 
Aneuringehalt dadurch bestimmen, dass man den Auszug direkt 
adsorbieren lasst.!’ In manchen Fillen, wie bei Leber und Neben- 
niere des Rindes, Muskel des Huhns usw. erstarrt die ganze Xylol- 
schicht scheibenartig und die Bestimmung wird unméglich. Dann 
muss unsere Methanol- oder Benzylalkoholmethode angewandt 
werden. In manchen Fallen, wie bei Hoden und Herzmuskel des 
Rindes wird die Xylolschicht teilweise scheibenartig. Dann wird 
die Xylolschicht einschliesshch der scheibenartigen Masse in ein 
kleines Zentrifugengefiiss gebracht und nach Verstopseln stark 
zentrifugiert. Man kann dadurch die notige Menge Xylolschicht 
nehmen. . 

Bemerkungen. (1) Bei fettreichen Geweben, wie Muskel des 
Walfisches konnen die Fette nach Zentrifugieren des Extraktes 
an der Oberflache schweben.”? Zur Bestimmung wird die Wasser- 
schicht allein abpipettiert. 

(2) Bei schwer zerreibbaren Geweben, wie z.B. Skelett- 
muskel, Magen und Darm von Rind und Pferd, werden diese nach 
Erwirmen auf 80° mit einer Schere fein zerschnitten und mit 
Glaspartikelchen zerrieben. 

(3) Auch bei tierischen Geweben nehmen die E-Werte pro- 


1) Gewohnlich ist die Verdiinnung wie beim Harn entbehrlich. Bei der 
Methanolmethode ist die Verdiinnung manchmal giinstiger. Bei Rinderleber 
war der f-Wert des Filtrats(1:10) etwa die Halfte von dem des Filtrats(1:5). 

2) Bei pflanzlichen Geweben war es bei ,Daizu-Bohnen der Fall. 
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portional der zugesetzten Aneurinmenge zu.” 

(4) Der Extrakt mit reichlichen gelatineartigen Substanzen 
wie bei Haut von ,,Namazu“ (Parasilurus asotus L.) und ,,Unagi“ 
(Anguilla japonica Temm. et Schl.) gerinnt im Eisschrank. Im 
solchen Fallen muss der Extrakt vor der Adsorption durch Er- 
warmen auf etwa 80° gelost werden. 

Beispiele. (1) Muskel einschliesslich Haut von ,,Huna“ 
(Carassius auratus L.). 

50 cem Extrakt (1:5, klar, Pu 4,7, entsprechend 10 g Gewebe) 
werden zu einem Versuch verwendet. Im Zusatzversuch wurden 
20y Aneurin zugesetzt. Durch direkte Adsorption bestimmt. 
Xylolschicht trennt sich sehr gut. 


20 of 
0210-0 05509 
a2 =0,055 - 129 - 100/10=71,0y %. 


EH ==0,0501- B70, 210 auf 129. 


Ahnlich verhalten sich die meisten Fischmuskeln, Muskel, 
Magen, Darm und Lunge des Rindes sowie fast alle pflanzlichen 
Gewebe. 

(2) Leber des Rindes. 

50 cem Extrakt (1:5, gelb, getriibt, Pu 4,7, entsprechend 10g 
Gewebe) werden behandelt. Zur Bestimmung des freien Aneurins 
ist die dierekte Adsorption unzweckmissig, da die ganze Xylol- 
schicht scheibenartig erstarrt. Durch Methanolmethode bestimmt. 
Bei der Adsorption wurde der Methanolextrakt mit Wasser aufs 
10fache verdiimnt. 


#=0,107. -B’=0,250. f— 2° ee 6 
0,250—0,107 
x--0,107 - 140 - 100/10=150y %. 


Ahnlich verhalten sich Muskel des Schweins und des Huhns 
und Nebenniere des Rindes. 


1) Durch Versuche mit Zusatz von bis 407 Aneurin zu Rinderniere, bei 
der die Farbenreaktion ziemlich gehemmt wird (f=206), wurde dies fest- 
gestellt. 

} 
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III. BrsrimMunG DES GESAMTANEURINGEHALTES IN 
TIERISCHEN GEWEBEN. 


Nach Hinwirkung der ,,Takadiastase“ ist die Bestimmung 
durch direkte Adsorption bei den meisten tierischen Geweben 
ebensogut wie bei den pflanzlichen moglich. Dabei entstehen aber 
manchmal xylollésliche gelbliche Farbstoffe, die im voraus durch 
Amylacetatextraktion beseitigt werden sollen.1) Es entstehen 
manchmal nach der KHinwirkung der ,,Takadiastase“ flockige 
Niederschlage, wie bei Milz, Herzmuskel, Skelettmuskel und Leber 
des Rindes, einigen Fischmuskeln und anderen meist triiben 
Gewebeextrakten. Manchmal schwebt die Fettmasse auf der Ober- 
flache der Fliissigkeit, wie z.B. bei Muskel des Walfisches. In 
solchen Fallen fiihrt man die Adsorption an Kieselgur erst nach 
Beseitigung der Masse durch Zentrifugierung oder Filtration.” 

Beispiele. (1) Grosshirn des Rindes. 

50 cem Extrakt (1:5, Pu 4,5, gelblich klar, entsprechend 10 g 
Gewebe) werden mit 1,0 cem ,,Takadiastase“-Losung (1:10) und 
etwa 10 Tropfen Toluol versetzt und iiber Nacht bei 38° auf- 
bewahrt. Durch 10cem Amylacetat bei 80° vorextrahiert, ab- 
gekthlt und zentrifugiert. Die Losung war klar und gelblich. Nach 


Adsorption an Kieselgur wurde vorschriftsmassig bestimmt. 


FINO A a TOS tol em EY 
0,355 — 0,085 


x=0,085 - 148 -100/10=126y %. 
(2) Herzmuskel des Rindes. 
50 cem Extrakt (1:5, Pu 4,5, klar, braun, entsprechend 10g 
Gewebe) werden behandelt. Nach Bebriitung entstanden Nieder- 
schlige, die abgenutscht wurden. Das Filtrat war gelblich und 


klar. ; 


20 = 146. 
0,422 —0,285 


E=O)285) cb =0,422, f= 


1) Bei Rinderleber entstand in der Xylolschicht manchmal eine schei- 
benartige Masse, die sich aber durch Vorextraktion mittels Amylacetat meisten- 


falls beseitigen liess. 
2) Verdiinnung der Fliissigkeit ist gewohnlich unnotig: 
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x=0,285 - 146 -100/10=416y %. 

(3) Auster (Ostrea laperousei Thunberg). 

50cem Extrakt (1:5, Pu 4,4, sehr getriibt, gelblich, ent- 
sprechend 10g Material) werden behandelt. Nach Bebrtitung 
wurde durch Isobutanol vorextrahiert, da der Extrakt sehr reich- 
lich toluollésliche gelbe Farbstoffe enthalt. Durch Methanol- 
methode bestimmt. . 

20 
0,265 —0,122 
g=0,122 +140 -100/10=171y %, 


E=05122. HE’ =O, 2602 f= =140. 


IV. VorRBEHANDLUNG ZUR BESTIMMUNG DES ANEURINGEHALTES 
IN PFLANZLICHEN GEWEBEN, DIE SEHR REICHLICHE 
XYLOLLOSLICHE F'ARBSTOFFE ENTHALTEN. 


In diesem Falle kann man den Zweek dadureh erreichen, dass 
man die adsorbierte Kieselgursuspension durch Isobutanol bzw. 
Amylacetat extrahiert. (Vgl. Fujita und Matsukawa 1941). 
Es ist aber ebensogut oder manchmal noch bequemer, dass man 
die Vorextraktion des Auszuges vor der Adsorption ausfthrt. 

Beispiele. (1) Wurzel von ,,Ninzin“ (Daucus Carota L. var. 
sativa DC). 

50cem Extrakt (1:5, orangerot, sehr getrtibt, Pu 4,7, ent- 
sprechend 10¢ Material) werden mit 1,0cem_ ,,Takadiastase“- 
Lésung (1:10) und 10 Tropfen Toluol versetzt. Nach Bebriitung 
wird die Losung durch 10 ecem Amylacetat dreimal vorextrahiert. 
Der dritte Extrakt war farblos. Weiter wurde vorschriftsmassig 
bestimmt. 

20,080. Bro 3657 pas ay 
' 0,365 —0,082 
x=0,082 - 141 -100/10=116y %. 


(2) Blatt von ,,Daikon“ (Raphanus sativus L. var. acanthi- 
formis Makino). 

50 cem Extrakt (1:5, etwas getriibt, Pu 4,7, entsprechend 10 g 
Material) werden behandelt. Hinmalige Extraktion durch Amyl- 
acetat. Durch direkte Adsorption bestimmt. 
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B>0,030" Gi Sd 360 7a oy 
0,360—0,030 
x—0,030 - 121 - 100/10=36,4y %. 


V. VoRBEHANDLUNG ZUR BESTIMMUNG DES ANEURINGEHALTES 
IN PFLANZLICHEN GEWEBEN, DIE REICHLICH STARKE 
ODER SCHLEIMSTOFFE ENTHALTEN, 


In diesem Falle muss die kolloidale Masse durch Methanol- 
fallung beseitigt werden. Bei Gegenwart der Starke wird der Ex- 
trakt nach Hinwirkung der ,,Takadiastase“ gespalten und die Zahig- 
keit der Losung ging verloren. 

Beispiel. (1) Wurzel von ,,Nagaimo“ (Dioscorea Batatas 
Decne). 

60¢ Material werden nach Inaktivierung der Phosphatase 
vorschriftsmassig zerrieben und nach Zusatz einer geeigneten 
Menge HCl und Wasser bis auf 300 ccm extrahiert. Die ganze 
Fliissigkeit bildet eine kolloidale Masse. Dazu gibt man Methanol 
bis auf 900cem. Es entspricht dem Extrakt (1:15). Durch 
griindliches Sechiitteln wird sie abgekiihIt? und zentrifugiert. Die 
obenstehende Fliissigkeit ist gelbbraun und etwas getrtibt. Durch 
Evakuation bei etwa 80° wird das Methanol abgedampft. 50 ccm 
eingeengtes Extraktes (1:5, Pu 4,5, gelbbraun, getriibt, ent- 
sprechend 10g Material) werden durch Amylacetatextraktion vom 
gelblichen Farbstoff befreit und vorschriftsmassig bestimmt. Zur 
Bestimmung des Gesamtaneurins setzt man dem eingeengten Ex- 
trakt ,,Takadiastase“-Losung zu. 


#=0,040.~ #20200, fa--—_2" 
0,200 —0,040 


x=0,040 - 125 - 100/10—50y %. 


== 120, 


Ahnliche Methanolbehandlung ist auch bei _ ,,Satoimo“ 
(Colocasia Anticuorum Schott var. esculenta Engl.), Zwiebel von 
,Oniyuri® (Lilium lancifolium-: Thunb.), ,,konbu“ (Laminaria 
japonica Areschoug) und ,,Wakame“ (Undaria pinnatifida 


1) Durch Abkiihlung wird die Flockung erleichtert. 
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Suringar) notig. Im Falle von ,,Satoimo“ ist aber die Methanol- 
behandlung nach Hinwirkung der ,,Takadiastase“ unnotig. 


VI. VERGLEICH DER KOLORIMETRISCH BESTIMMTEN ANEURINWERTE 
MIT DEN FLUOROMETRISCH BESTIMMTEN. 


Wir haben bei denselben tierischen und pflanzlichen Geweben 
die Aneuringehalte Sowohl kolorimetrisch als auch fluorometrisch”? 
bestimmt und die Werte miteinander verglichen. Wie aus den 
Ergebnissen in Tabelle I ersichtlich, stimmen die beiden Werte in 
Anbetracht der ungleichmissigen Aneurinverteilung im Gewebe 
und der moéglichen Fehlergrenze der Bestimmung praktisch gut 
tiberein. Die Spezifitat der Reaktion ist also bei beiden Methoden 


TABELLE I. 
A: Kolorimetrisch. B: Fluorometrisch. 
Aneuringehalt im Gewebe in y %. 
Versuchsobjekt frei insgesamt 
A B A B 
Trockenbierhefe ,,Ebios* 11650 16750) 14550 169000 
Keimnospe von Reis 8500 8450) 8500 91001) 
Reiskleie 2950 3030) 2980 3090) 
Sojabohnenmehl ,,Kinako* 279 265») 920 973) 
Sojabohnen ,,Daizu“ 7292) 657”) 10502) 10302) 
Wurzel von ,,Ninzin“” 49,4 43,72) 66,6”), 56,22) 
Blatt von ,,Hakusai‘ (0) (0)2) 18,5 18,8”) 
Meerschweichenmuskel 18,5”? Liam 130,02 156,22) 
Muskel mit Haut v 
pan oars Hasberor 27} 6D} an» | 6,0) 


Die eingeklammertem Zahlen bedeuten die ungenaueren Werte wegen der 
zu kleinen bestimmten Zahlen. 
» Von S. Kawati bestimmt. 
Von I. Numata bestimmt. 
® Glycine Max Merrill. 
® Daucus Carota L. var. sativa DC. 
Brassica Petsai Bailey. 
Anguilla japonica Temminck et Schlegel. 


2) 


5) 


6) 


2) Nach Fujita, Asari und Dohi (1941) bestimmt. 
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praktisch die gleiche. Bei der kolorimetrischen Bestimmung 
braucht man aber etwa 100 mal so viel Material. Infolgedessen 
ist die fluorometrische Methode zur Erforschung der physiologi- 
schen und biologischen Probleme zu bevorzugen. Zur Bestimmung 
des Aneuringehaltes in aneurinreichen Materialien, wie, Hefe, 
Reiskleie, Reiskeimknospe usw. oder jin konzentrierten Aneurin- 
praparaten ist die kolorimetrische Bestimmung sehr bequem. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde hervorgehoben, dass sich der Aneuringehalt in 
tierischen und pflanzlichen Geweben manchmal einfacher und be- 
quemer bestimmen lasst als nach der friiher von uns beschriebenen 
Methode und die verbesserte Methodik wurde ausfiihrlich beschrie- 
ben und durch Beispiele erléutert. Die kolorimetrisch bestimmten 
Werte stimmen praktisch mit den fluorometrisch bestimmten gut 
liberein. 


LITERATUR. 
Fujita, Asari u. Dohi (1941): J. Bioch., 38, 339, 359. 
Fujita, Dohi u. Kawati (1942): J. Bioch., 34, 315. 
Fujita u. Matsukawa (1941): J. Bioch., 33, 385. 
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UBER DIE VERTEILUNG DES VITAMIN B, IN 
TIERISCHEN UND PFLANZLICHEN 
GEWEBEN. I.” 


VON 


AKIJI FUJITA unp DANJI MATSUKAWA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
zu Tokyo.) 


(Hingegangen am 16. November 1941) 


Im folgenden berichten wir die Ergebnisse der Bestimmungen 
iiber die Verteilung des Aneurins in tierischen und pflanzlichen 
Geweben, die hauptsichlich ernéhrungsphysiologisch von Bedeu- 
tung sind. Die Bestimmung wurde ausschliesslich kolorimetrisch 
nach unserer Methode (Fujita und Matsukawa 1941, 1942) 
ausgefiihrt. Da aber die Notwendigkeit der Inaktivierung der 
Gewebephosphatase zur Bestimmung des richtigen freien Aneurin- 
gehaltes, iiber die wir in der vorigen Arbeit (Fujita, Dohi und 
Kawati 1942) berichtet haben, erst in dem spateren Stadium 
unserer Messungen erkannt wurde, blieb sie in vielen Fallen un- 
beriicksichtigt.”? 


I. ANEURINGEHALTE IN DEN ORGANEN DER TIERE 
AUSSCHLIESSLICH DER FISCHE. 


Wie aus den Ergebnissen in Tabelle I ersichtlhch, wurde das 
Aneurin unter den Rinderorganen in Herzmuskel, Niere, Leber, 
Hoden und Nebenniere verhaltnismassig reichlich gefunden. Unter 
den Skelettmuskeln der von nus untersuchten verschiedenen Tiere 
war das Aneurin in dem des Schweines am reichlichsten vorhanden. 
Dann folgten Walfisch, Huhn, Rind und Pferd. Da der Aneurin- 
gehalt nicht nur unter den verschiedenen Arten der Tiere ver- 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai” danke ich herzlichst 
fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit, (A. Fujita). 
2) Wurden in den fogenden Tabellen mit * bezeichnet. 
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schieden ist, sondern auch je nach der Jahreszeit, dem Krnahrungs- 
zustand und dem Individuum sehr variieren kann, sollen diese 
Zahlen nur als ungefahre betrachtet werden. Zur Bestimmung der 
Aneuringehalte in den Organen der kleineren Tiere ist die fluoro- 
metrische Methode praktisch bequemer und die Ergebnisse der 
Bestimmungen sollen in spateren Arbeiten mitgeteilt werden. 


TABELLE I. 


Aneuringehalte in den Organen der Tiere. 


Aneuringehalt 


Datum Gewebe Art des Tiers in y % poe 
frei insgesamt | insgesamt, 
14. Oct. 1941 | Herzmuskel Rind 103 416 25 
TEN ” ” a8" 348 ales 
3. Marz _,, Meee: ” 112* 400 28* 
lis, WHER, op Niere » 262* 405 65* 
4. Oct. of a2 ” 161 314 51 
ia Oct as Leber ” 150 309 49 
9. Juli 1940 2 ” 128* 228 56* 
3. Oct. 1941 ” ” 103* 242 42% 
A Ot err Ce. Hoden Deke 79 254 Bal 
LO INOVan ees Nebenniere ” — 231 — 
ARS SIeL OND ary Milz ” 32 151 Pi 
4. Oct. 5 Lunge ” 30 98 30 
LO Sepia, Grosshirn ” —_ 126 — 
20. Sept. ,, Kleinhirn ” — 97 — 
20. Sept. _,, Diinndarm ” 0 68: 0 
PNG SEDs Oy 5 earl ge ” iS ats) pay te 
14. Oct. 4 Riickenmark ” 32 41 id 
a NOWA NS Skelettmuskel Schwein 200 325 62 
IS Octru. os ” Walfisch 28 88 32 
8. Oct. 3 ” Huhn — 56 — 
ic Sep tee 5; ” Rind 43 47 92 
NES INO 63 ” Pferd 14 37 38 


* 


selbe gilt auch fiir die folgenden Tabellen. 


Ohne Beriicksichtigung der Phosphatase-Inaktivierung bestimmt. Das- 
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II. ANEURINGEHALT IN FIScHEN. 


Die Ergebnisse der Bestimmungen befinden sich in Tabelle IT. 
Man bemerkt als sehr auffallend, dass der dunkelrote Muskel 
»Tiai“ der Fische im Vergleich zu den sonstigen Muskeln besonders 
reich an Aneurin ist, wie Hotta (1938) durch Tierversuche zuerst 
gezeigt hat.’ Hr hat durch viele Untersuchungen seitens seiner 
Mitarbeiter bestatigt, dass das ,,Tiai der Fische im Vergleich zu 
den sonstigen Muskeln bedeutend reich an Cholesterin, Glykogen, 
Hisen, Glutathion und Indophenoloxydase ist und auf die Bedeutung 
des ,,Tiai‘ der Fische zum ersten Male aufmerksam gemacht. 
Fujita, Hata, Numata und Ajisaka(1939) haben im Anschluss 
an die Ausarbeitung der Bestimmungsmethode des Cytochrom ¢ in 
Tiergeweben gefunden, dass es betreffs des Gehalts an Cytochrom ¢ 
auch der Falle ist. Ausserdem fanden wir, dass das Aneurin in 
»Tiai* hauptsichlich in veresterter Form vorliegt, wihrend das— 
Aneurin der sonstigen Muskeln hauptsachlich aus der freien Form 
besteht. Es ist aber zu bemerken, dass die untersuchten Fisch- 
muskeln nicht frisch nach dem Toten untersucht wurden, sondern 
es miissen einige Tage nach dem Toten verflossen sein, da sie beim 
Fischhandler gekauft wurden. Ausserdem wurde zur Bestimmung 
des freien Aneurins die Inaktivierung der Gewebephosphatase nicht 
berticksichtigt. Es bleibt also die Méglichkeit vorbehalten, dass es 
sich mit frischen Muskeln etwas anders verhalten kann. Bei 
,Lwasi* und ,,Maika“ war kein freies Aneurin nachweisbar, obwohl 
das zugesetzte Aneurin vollkommen wiedergefunden wurde. Sehr 
merkwiirdig ist der Befund bei Krebsen, Krabben und Muscheln 
mit Ausnahme von ,,Akagai“ und ,,Kaki“. Ahnlich verhielt es 
sich auch bei ,,Warabi“ in Tabelle IV. 

Bei ,,Gazami* und ,,Kurumaebi“ konnten wir nur ein Teil des 
zugesetzten Aneurins nachweisen, wahrend wir bei_ ,,Sizimi“, 
Asari“ und ,,Hamaguri“ gar nichts vom zugesetzten Aneurin nach- 
weisen konnten. Dieses Befund wurde auch von Dohi in unserem 
Laboratorium durch die fluorometrischen Bestimmung bestatigt. 


1) Nach Hotta ist der Gehalt an Kreatin und Kreatinphosphorsaure in 
»Tiai geringer als in gewohnlichen Muskeln, 
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Es liegt nahe anzunehmen, dass im Extrakt der genannten Gewebe 
ein Stoff (oder Stoffsystem) vorhanden ist, der das Aneurim 
zerstort,) aber die Natur desselben ist zur Zeit noch unbekannt 
und soll erforscht werden. 

Einige Beispiele der teilweisen Zerstérung sollen hier angege- 
ben werden. 

(1) Weisser Muskel von ,,Gazami“ (Portunus trituberculatus 
Miers). 

50 ecem Extrakt (1:5, Pu 4,4, klar) werden behandelt. Nach 
direkter Adsorption bestimmt. Xylolschicht trennt sich sehr gut. 
(Freies Aneurin) E=0. E’=0,082. f=20/0,082=244. 
(Gesamtaneurin) H=0. £’=0,060. f=20/0,060=334. 

(2) Muskel einschliesslich Eingeweide von _ ,,Kurumaebi‘ 
(Penaeus japonicus Bate). 

60 cem Extrakt (1:5, gelblich klar, Pu 4,5, entsprechend 12 ¢ 
Material, 30 Minuten bei 70° extrahiert) werden behandelt. Durch 
Benzylalkoholmethode bestimmt. 

(Freies Aneurin) H=0,002. H’=—0,035. f—20/0,033=—606. 
(Gesamtaneurin) H=0. EF’=0,005. f=20/0,005—=4000. 


III. ANEURINGEHALTE IN OBST. 


Aus den Ergebnissen in Tabelle III geht hervor, dass das 
Aneurin unter den untersuchten Obstarten in Orangearten am 
reichlichsten enthalten ist und das Aneurin im Gegensatz zu 
Ascorbinsaure in der Oldriisenschicht der Schale nicht besonders 
viel enthalten ist (Vgl. Fujita und Ebihara 1939). Aneurin 
hegt in den meisten Fallen hauptsichlich in freier Form vor. 


IV. ANEURINGEHALTE IN GEMUSEN. 


Die Ergebnisse der Bestimmungen befinden sich in Tabelle IV 
bis VI. Unter den Blattern und Stengeln fand ich das Aneurin 


1) Dass das Aneurin dabei nicht oxydiert wird, ist daraus zu schliessen, 
dass das zugesetzt Aneurin selbst nach Einwirkung des Schwefelwasserstoffs 
uber Nacht nicht nachgewiesen werden konnte. 
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TABELLE VI. 


Aneuringehalte in Gemiisen (3). 


Wurzeln und Knollen. 
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Aneuringehalt : 
; frei (%) 
Datum Gewebe : — in ¥ 7% 
(Japanische Benennung) frei |insgesamtl/insgesamt 
18. Sept. 1941] Wurzel ee A ee 109 116 94 
Weel: Ipomoea Batatas Lam, : ; 
3. Juli 55 k ee var. edulis Makino 95* 106 90* 
oe (Satumaimo) 
a Juli. ,, | Knoll eeces yaa L.| g3* | 102 81 
Sagittaria trifolia L. _ 
Ary Sarma 5p ” var. sinensis Makino 79* 102 i 
(Kuwai) 
Colocasia Antiquorum 
SE Nova 35 ” Schott var. esculenta 78 79 100 
Engl. (Satoimo) 
Allium sativum L. } a 
27-1Mai’ © ,, Zwiebel forma pekinense 60* 68 88 
Makino (Ninniku) 
Brassica oleracea L, ‘ a 
5, divi Knolle var. gongylodes L. 57* 65 88 
(Kaburatamana) 
28. Nov. ,, | Zwiebel nena a eR 45 57 79 
11. Nov. ,, | Rhizom Oe as 38 57 67 
23. Juni _,, | Zwiebel as Regel 46* 51 90% 
s Wurzel- Dioscorea Batatas 50 48 100 
5. Dez. » | knolle Deene (Nagaimo) ‘¢ 
20. Mai ,, | Zwiebel He aes L. 26* 39 67* 
Wurzel- : : 
13. Mai _,, | knolle oe. Rapa I. o5% 35 71% 
(weiss) 
16. Mais, » (rot) ” 22* 23 96* 
, Zingiber officinale x S xx 
16. Mai ae Wurzel sea (Sy6ga) thy 20 85 
; Arctium Lappa L. a 84* 
UZ.) JUNL* | 55 ” (Gobd) 15 18 4 
Junger | 7ingiber Mioga Rose. * 
22. Mai, _| Stengel (My6 inte e 9,9*| 13 76 


mit Blume 


100 Fujita und Matsukawa: 


sehr reich in Spargel, Spinat, Blumenkohl, Rapsblatt, Rettichblatt 
und Artischocke. Verstertes Aneurin ist in den Blattern verhalt- 
nismissig mehr zu finden als in den Stengeln und Blumen. Unter 
den Friichten ist das Aneurin in Bohnen entschieden viel enthalten. 
Unter den Wurzeln und Knollen erwiesen sich die folgenden als 
aneurinreich: Mohrriibe, Batate, Kartoffel, ,,Kuwai“, ,,Satoimo“ 
usw. Bas Aneurin besteht hauptsachlich aus der freien Form. 
Zur Bestimmung des freien Aneurins wurde bei ,,Satoimo“ die 
Inaktivierung der Phosphatase beriicksichtigt, aber wir fanden, 
dass es hauptsachlich in freier Form vorlegt. 


V. ANEURINGEHALT IN GETREIDEN UND MEHLEN. 


Aus den Ergebnissen in Tabelle VII ersieht man, dass die 
Keimknospen von Reis eine sehr reichliche Aneurinquelle dar- 
stellen. Etwa ein Drittel davon ist in Reiskleie und etwa ein 
Fiinftel davon im Endosperm enthalten und zwar hauptsachlich 
in freier Form. In Sojabohnenmehl findet man nur etwa ein 
Zehntel des Aneurins wie in den Reiskeimknospen. 


TABELLE VII. 


Aneuringehalte in Getreiden und Mehlen. 


Aneuringehalt in y %| frei(%) 
Datum Material 
frei insgesamt | insgesamt 
22. Apr. 1941 | Keimknospe von Reis 8480* 9100 on 
24, Apr. ,, Reiskleie 3030* 3090 98* 
8. Juli ,,_ | Reis (70% poliert) aus Etigo 139* | 167 83* 
23. April; Sojabohnenmehl ,,Kinako“ 279* 920 30* 
ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Ergebnisse der Aneurinbestimmungen in verschiedenen 
tierischen und pflanzlichen Geweben wurden tabellarisch angegeben. 

Es wurde hervorgehoben, dass ein aneurinzerstérender Stoff 
(oder Stoffsystem) in den Extrakten von vielen Muscheln und 
- Krebsen vorkommt. 
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Die Bestimmung der Aneurinverteilung soll fluorometrisch 
noch feiner in einzelnen Geweben und noch weiter in den ver- 
schiedenen Arten fortgesetzt werden. 
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INTRODUCTION. 


In one of a long series of papers, dealing with the specificity of 
proteolytic enzymes, Waldschmidt-Leitz and Balls (1931) re- 
ported on the action of carboxypeptidase on three isomeric chlor- 
acetyl derivatives of o-, m- and p-aminobenzoie acids and pointed 
out that only the meta compound is hydrolyzed with readiness, 
while the other two are quite resistant to it. Their experiments 
were, however, performed at pH 7.6 alone. Inasmuch as the 
optimum pH of an enzyme action may by no means be the same 
for different substrates, it is desirable to reexamine the experi- 
ments under the different pH of the medium. Furthermore it 
will be of interest to advance the experiment and to compare the 
enzymatic cleavability of other homologous halogen substituted acid 
derivatives of o-, m- and p-aminobenzoie acids, such as a-bromo- 
propiony! as well as a-bromo-isocapronyl compounds. 


MatrEriALs AND Merrnops. 


Substrates: 1. Chloracetyl tyrosine was prepared according 
to the method of E. Fischer (1904). It melted at 154°C. and 
gave, N, 5.84% (calculated for C1:Hi2NO.Cl, N, 5.44%). 

2. Chloracetyl-p-aminobenzoic acid was prepared by the 
method of Tropp (1928). The substance melted at 256°C. and 
gave, N, 6.36% (calculated for CoHsNO3Cl, N, 6.55%). 

3. Chloracetyl-o- and -m-aminobenzoic acids were prepared 
according to the method described by Waldschmidt-Leitz and 
Balls (1931). The ortho compound melted at 183°C. and the meta 
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compound at 231.5°C. The former gave, N, 6.46% (calculated for 
CoHgNO3Cl, N, 6.55%) and the latter, N, 6.40% (calculated for 
CoHsNO3Cl, N, 6.55%). 

4. a-bromo-propionyl-p-aminobenzoie acid was prepared from 
a-bromopropionyl bromide and p-aminobenzoic acid as described 
by Grassmann, Klenk and Peter-Mayr (1935). It melted at 
232°C. and gave, N, 5.11% (calculated for CioHioNO3Br, N, 
515% J. 

5. a-bromo-propionyl-o- and -m-aminobenzoic acids were 
prepared in exactly the same manner as in the case of para com- 
pound. The o-derivative melted at 168°C. and gave, N, 4.89% 
(calculated for CyoHipNO3Br, N, 5.15%). The meta compound 
melted at 246°C. and gave, N, 5.00% (calculated for Cip9HioNOs3Br, 
INO Yo} 

6. a-bromo-isocapronyl-m- and -p-aminobenzoic acids were 
prepared by the interaction of a-bromo-isocapronyl bromide with 
m- or p-aminobenzoie acid as follows: 14 grams of m- or p-amino- 
benzoic acid were dissolved in 100 ce. of 1N NaOH solution in a 
flask fitted with a reflux condenser and, shaking continuously, 30 
grams of a-bromo-isocapronyl bromide were added in a small por- 
tion at a time. Alternately with this, 1N NaOH was added to the 
solution in a small portion in order to always maintain the mixture 
alkaline. When all the bromide was added the solution was acidi- 
fied with 5N hydrochloric acid. Bromoisocapronyl-aminobenzoic 
acid separated out as an amorphous product. It was filtered off, 
dissolved in a small quantity of hot aleohol and precipitated in a 
crystalline form with the addition of an equal bulk of hot water, 
followed by cooling. The substance was recrystallized from a 
50 per cent aqueous alcohol. The meta compound melted at 206°C. 
and the para body at 180°C. The former gave, N, 4.22% (caleulat- 
ed for CisHigNOsBr, N, 4.46) and the latter, N, 4.19% (calculated 
for Cy3HigNO3Br, N, 4.46%). 

7. a-bromo-isocapronyl-o-aminobenzoic acid was prepared 
from a-bromo-isocapronyl bromide and o-aminobenzoic acid in 
almost the same manner as in the ease of para and meta compounds. 
On acidifying the reaction mixture with 5N hydrochloric acid, a 
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pasty mass separated out. This was dissolved in ether and 
evaporated to a syrupy consistency. Petroleum ether was then 
added to it and the mixture was allowed to stand in a cold place 
for several days. a-bromo-isocapronyl-o-aminobenzoic acid ery- 
stallized out in the form of a fine needle. It melted at 115°C and 
gave, N, 4.27% (calculated for CisHigNOsBr, N, 4.46%). 

Enzymes: Carboxypeptidase and enterokinase were prepared 
by the method of Waldschmidt-Leitz and his co-workers, 
described in “Bertho-Grassmann’s Biochemisches Praktikum.” 
Just before each experiment carboxypeptidase was activated with 
the addition of an equal volume of enterokinase solution and by 
allowing it to stand in a thermostat at 30°C. for 30 minutes. 

Experimental procedure: A sample of 0.5 milli mol substrate 
was weighed in a 25.0 ce. measuring flask and dissolved in 1.5- 
3.5 ec. 1N NaOH solution with the addition of a small amount of 
distilled water. 2.5cc. 1M KH»2PO, solution and 10.0 ce. of the 
activated carboxypeptidase solution were then added to the mixture 
and the volume was made up to 25.0 ce. with water. By changing 
the amount of 1N NaOH, just employed from 1.5 to 3.5 ce. for 
bringing the substrate in solution, the required pH of the solution 
is attained. From this solution a 5.0 cc. sample was immediately 
pipetted out and titrated. About 3cc. were then used for pH 
determination and the flask was placed in a thermostat at 30°C. 
Toluene was used as an antiseptic. The titration was carried out 
with N/20 NaOH solution by the formol titration method. In 
the case of strongly alkaline solution, 5.0 ee. of N/20 HCl solution 
was added to the sample and then titrated with NaOH solution to 
the end point. After 8, 24 and 48 hours (in the case of chloracetyl 
tyrosine, after 15, 30 and 60 minutes) further samples were with- 
drawn and titrated. Under our experimental conditions an ‘in- 
erease in the acidity of 2.0cc. N/20 NaOH corresponds to 100 
per cent hydrolysis. As some of the substrates employed were 
unstable in alkaline medium’ and liable to undergo spontaneous 
hydrolysis, control experiments were carried out with a special 
precaution. One of,them was performed using only a buffer and 
an enzyme, and the other using only a substrate and a buffer. 
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EXPERIMENTAL RESULTS. 
I. Action of carboxypeptidase on chloracetyl tyrosine. 


At first we tested the activity of our enzyme preparation by 
using chloracetyl tyrosine as a substrate. The results are recorded 
m Pigst, 

Fig, 2, 
Action of carboxypeptidase on chloracetyl tyrosine at varying pH. 


Inerease in acidity after 15, 30 and 60 minutes. Temp.=30°C. 


14 


*— x 60 min. 


1.2 x 4—A~A 30 min. 
O—0O 15 min. 


Increase in aeidity (ec. N/20 NaOH) 
(=) 
oo 
Hydrolysis per cent (%) 


6.0 6.5 7.0 Tas, 8.0 8.5 9.0 
pil 


From Fig. 1 it is clear that the enzyme is able to hydrolyze 
chloracetyl tyrosine to the extent of 64 per cent within 60 minutes 
at pH 7.35. The optimum pH accords well with that reported by 
Waldschmidt-Leitz and Purr(1929), as well as by Itibakase 
(1940). 


II. Action of carboxypeptidase on chloracetyl-o-, -m- and 
-p-aminobengzoic acids. 


The action of carboxypeptidase on chloracetyl-o-, -m- and -~p-° 
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Fig. 2. 


Actoin of carboxypeptidase on chloracetyl-m-aminobenzoic acid at varying pH. 
Increase in acidity after 8, 24 and 48 hours. Temp. =30°C. 
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Hydrolysis per cent (%) 
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Action of carboxypeptidase on chloracetyl-p-aminobenzoic acid at varying pH. 
Inerease in acidity after 8, 24 and 48 hours. Temp.=30°C. 
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aminobenzoic acids was the examined at different pH values of 
the medium and the results obtained are represented in Figs. 2 
and 3. 

It is evident from Figs. 2 and 3, that chloracetyl-m-amino- 
benzoic acid is readily split by carboxypeptidase; para compound 
also undergoes hydrolysis, though at a slower rate than the meta 
compound. The optimum pH lies at 8.4-8.5 in both cases. 
Waldschmidt-Leitz and Balls (1931) stated that chloracetyl- 
p-aminobenzoic acid is not reacted by carboxypeptidase at pH 7.6. 
This finding is undoubtedly due to the fact that pH 7.6 lies outside 
the range of optimum pH. Our experiment (Fig. 3) also shows 
that the enzyme is completely inactive at this pH value. Chlor- 
acetyl-o-aminobenzoie acid is not acted upon by carboxypeptidase. 


Fig. 4. 


Action of carboxypeptidase on a-bromo-propionyl-m-aminobenzoie acid 
at varying pH. 
Increase in acidity after 8, 24 and 48 hours. Temp.=30°C. 
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II. Action of carboxypeptidase on a-bromo-propionyl- 
o-, -m- and -p-aminobenzoic acids. 


In this section the action of carboxypeptidase on a-bromo- 
propionyl-o-, -m- and -p-aminobenzoie acids was studied and the 
results are shown in Figs. 4 and 5. 


iMives,. 15), 
Action of carboxypeptidase on a-bromo-propionyl-p-aminobenzoic acid 
at varying pH. 
Increase in acidity after 8, 24 and 48 hours. Temp.=30°C. 


0.5 


Increase in acidity (cc. V/20 NaOH) 
Hydrolysis per cent (%) 


0.1 


Just as in the case of chloracetyl derivatives, only p- and 
m-compounds are hydrolyzed, m-compound being more readily 
attacked than p-compound, while ortho body was found to be quite 
resistant to the enzyme action. The optimum pH for the action 
on p- and m-compounds lies at 8.4. 


IV. Action of carboxypeptidase on a-bromo-isocapronyl- 
0-, -m- and -p-aminobenzoic acids. 
We then examined the action of carboxypeptidase on a-bromo- 
isocapronyl-o-, -m- and -p-aminobonzoie acids at different pH values. 
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Fig. 6. 
Action of carboxypeptidase on a-bromo-isocapronyl-m-aminobenzoie acid 
at varying pH. 
Increase in acidity after 8, 24 and 48 hours. Temp.=30°C. 
+ 95 


0.5 


0.4 


0.3 


0.2 


Increase in acidity (ec. N/20 NaOH) 
Hydrolysis per cent (%) 


0.1 


Fig. 7. 
Action of carboxypeptidase on a-bromo-isocapronyl-p-aminobenzoie acid 
at varying pH. 
Increase in acidity after 8, 24 and 48 hours. Temp.=30°C. 
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Figs. 6 and 7 indicate that m- and p-compounds are split by 
carboxypeptidase, the latter with less speed than the former. Both 
the optimum pH lies at 8.4. 0-Compound was found to undergo 
no hydrolysis by the enzyme. 

In Fig. 8, the rates of hydrolysis of chloracetyl, a-bromo- 
propionyl and a-bromo-isocapronyl derivatives of m- and p-amino- 
benzoic acids by means of carboxypeptidase were’ compared. 


Fig. 8. 


Hydrolysis rates of chloracetyl-, a-bromo-propionyl- and a-bromo-isocapronyl- 
-m- and -p-aminobenzoie acids by carboxypeptidase. 
Temp.=30°C. 
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&—4 Chloracetyl-m-aminobenzoie acid (pH =8.37) 
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From Fig. 8 it will be seen that a-bromo-propiony! derivatives 
are hydrolyzed by carboxypeptidase more quickly than chloracetyl 
derivatives and the latters more quickly than a-bromo-isocapronyl 
derivatives; in all cases meta compounds are split with greater 
readiness than para compounds. 


V. Effect of the addition of o-, m- and p-aminobenzoic acids 
on the carboxypeptidase activity. 
In the preceding experiment, it was observed that the halogen 
substituted acid derivatives of m- and p-aminobenzoie acids undergo 


Fig. 9. 
Effect of o-aminobenzoic acid on carboxypeptidase activity. 
Temp. = 30°C. 


O— 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine (pH =7.35) 
®—® 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine + 0.25 m. mol o-aminobenzoic acid (pH =7.31) 
4—A 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine + 0.5 m. mol 0-aminobenzoic acid (pH =7.29) 


&— 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine + 1.0 m. mol o-aminobenzoic acid (pH =7.35) 
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hydrolysis by carboxypeptidase, while the corresponding com- 
pounds of o-aminobenzoie acid are not attacked by the enzyme. In 
this connection a question arises that this different behaviour of 
o-, m- and p-acids derivatives towards carboxypeptidase may be 
due to the difference in the inhibitory effect exerted by each of 
these aminobenzoie acids, which were set free in the course of the 
enzyme action. In order to determine this question the effect 
caused by the addition of o-, m- and p-aminobenzoic acids on 
carboxypeptidase was examined, using chloracetyl tyrosine as a 
substitrate. The results are given in Figs. 9-11. 


Fig. 10. 
Effect of m-aminobenzoic acid on carboxypeptidase activity. 
Temp. = 30°C, 


o—O 0.5m. mol chloracetyl tyrosine (pH =7.35) 


@—® 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +0.25 m. mol m-aminobenzoie acid (pH = 7.34) 


&—A& 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +0.5 m. mol m-aminobenzoi¢ acid (pH =7.25) 


e—® 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +1.0 m. mol m-aminobenzoic acid (pH =7.36) 
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Fig. 11. 
Effect of p-aminobenzoic acid on carboxypeptidase activity. 
Temp. = 30°C. 
O——o 0.5m. mol chloracetyl tyrosine (pH =7.35) 
@—e 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +0.25 m. mol p-aminobenzoic acid (pH =7.30) 
a— 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +0.5 m. mol p-aminobenzoie acid (pH =7.26) 
s—sg 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +1.0 m. mo! p-aminobenzoic acid (pH =7.32) 
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Figs. 9-11 show us that 0-, m- and p-aminobenzoic acids at 
concentrations of 0,5, 1.0 and 2.0mol per molecule of a subtrate 
cause a marked decrease in hydrolysis of chloracetyl tyrosine by 
carboxypeptidase. There exists, however, no notable difference in 
the inhibitory effect of o-, m- and p-aminobenzoic acids. 


VI. Effect of the addition of monochloracetic acid 
on the carboxypeptidase activity. 


The effect of monochloracetic acid on the action of the 
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carboxypeptidase was then studied and the results as shown in 
Fig. 12 were obtained. 


Fig. 12. 
Effect of monochloracetie acid on carboxypeptidase activity. 
Temp. = 380°C. 
O—9 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine (pH =7.35) 
S—® 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +0.25 m. mol monochloracetic acid (pH =7.34) 
&—# (5m. mol chloracetyl tyrosine +0.5 m. mol monochloracetic acid (pH =7.27) 


&——6 0.5 m. mol chloracetyl tyrosine +1.0 m. mol monochloracetic acid (pH =7.32) 
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Tt was found that monochloracetie acid also exercises an in- 
hibitory effect on carboxypeptidase. 


VII. Comparison of the rates of alkali hydrolysis of chloracetyl, 
a-bromo-propionyl and a-bromo-isocapronyl compounds 
of o-, m- and p-aminobenzoic acids. 


Experiments were carried out as follows. A sample of 0.5 
milli mol substances was weighed in a 25.0 ce. volumetric flask and 
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dissolved in 12.5 ce. of 1.0N NaOH solution and the volume was 
made up to 25.0 ce. with water. The concentration of NaOH in 
the solution was thus 0.5N. The solution was mixed as rapidly 


igaelise 
Alkali hydrolysis of halogen acyl aminobenzoic acids in 0.5N NaOH at 30°C. 
O-——-O a-bromo-isocapronyl-o-aminobenzoie acid 
O-——® a-bromo-propionyl-o-aminobenzoic acid 
&——& Chloracetyl-m-aminobenzoic acid 
@——® Chloracetyl-o-aminobenzoic acid 
@---@ Chloracetyl-p-aminobenzoic acid 
G-— a-bromo-propionyl-p-aminobenzoi¢ acid 
&=——A a-bromo-propionyl-m-aminobenzoie acid 
O—O a-bromo-isocapronyl-p-aminobenzoic acid 


&—A a-bromo-isocapronyl-m-aminobenzoie acid 


Hydrolysis per cent (%) 


Time in minutes. 
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as possible and kept in a thermostat at 30°C. From time to time 
3.0 ce. of the mixture was pipetted out, neutralized with the addi- 
tion of 3.0 cc. 0.56N HCl solution and titrated with N/20 NaOH 
by the formol titration method, using phenolphthalein as an in- 
dicator. Under the present experimental conditions an increase 
in the acidity of 1.2 ec. N/20 NaOH corresponds to 100 per cent 
hydrolysis. The results are represented in Fig. 13. 

The results in Fig. 13 show that chloracetyl-o-, -m- and -p- 
aminobenzoic acids all undergo hydrolysis with a great readiness. 
The hydrolysis rates of a-bromo-propionyl- and a-bromo-iso- 
capronyl-o-aminobenzoic acids are nearly the same as those of 
chloracetyl compounds, while the corresponding derivatives of m- 
and p-acids are split at much a lower rate. These findings show 
us that there exist no particular relations between the behaviour 
of these substances to alkali hydrolysis and their cleavability with 
enzyme. 


SUMMARY. 


In the present experiments the action of carboxypeptidase on 
chloracetyl, a-bromo-propionyl and a-bromo-isocapronyl derivatives 
of o-, m- and p-aminobenzoie acids was examined at a different pH 
value of the medium. 

1. Of all the substrates tested only m- and p-aminobenzoic 
acids derivatives are hydrolyzed by carboxypeptidase, m-compounds 
being always more readily attacked than p-compounds. o0-amino- 
benzoic acid compounds are, however, found to be quite resistant 
to the enzyme. 

2. The optimum pH for the action on m- and p-compounds 
lies at 8.4. 

3. a-bromo-propionyl derivatives are most rapidly split by 
carboxypeptidase. Chloracetyl compounds are hydrolyzed at a 
lower rate than a-bromo-propionyl compounds, but more quickly 
than a-bromo-isocaprony! derivatives. 

4. o-, m- and p-aminobenzoie acids exert a similar inhibitory 
effect on carboxypeptidase. Monochloracetic acid also inhibits the 


activity of carboxypeptidase. 
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5. There exist no relations between the rate of alkali hydro- 
lysis of these aminobenzoic acid compounds and their cleavability 
by means of carboxypeptidase. 

In conclusion the author wishes to express his sincere thanks 
to Prof. Dr. T. Uechino for his kind direction throughout this 


work. 
The expence of this research was defrayed from the Scientific 
Expenditure of the Department of Education. T. Uchino. 


REFERENCES. 


Fischer, E. (1904): Ber., 37, 2486. 

Grassmann, Klenk und Peter-Mayr (1935): Biochem. Z., 280, 307. 
Itibakase (1940): J. Biochem., 32, 355. 

Tropp (1928): Ber., 61, 1431. 

Waldschmidt-Leitz und Balls (1931): Ber., 64, 45. 
Waldschmidt-Leitz und Purr (1929): Ber., 62, 2217. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 35, No. 1. 


UBER DIE BESTIMMUNG DES PROVITAMIN A. II.» 


Bestimmung des Kryptoxanthins. 


VON 


MASANOBU AJISAKA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts 
zu Tokyo. Direktor: Dr. A. Fujita.) 


(Eingegangen am 20. November 1941) 


Kryptoxanthin ist bisher in einigen pflanzlichen Geweben 
nachgewiesen und quantitativ bestimmt worden. (Uber die 
Literatur vgl. Ajisaka 1942). Hine allgemeingiiltige Bestim- 
mungsmethode des Kryptoxanthins ist bisher noch nicht aus- 
gearbeitet worden. Bei der bekannten Fraktionierungsmethode der 
einzelnen Carotinoide von Kuhn und Brockmann (1932) wird 
Kryptoxanthin als Carotin mitbestimmt, da Kryptoxanthin wie 
Carotin bei der Verteilung zwischen Benzin und 90 proz. Methanol 
die Oberschicht aufsucht. und die Spektren in verschiedenen 
Losungsmitteln fast identisch mit $-Carotin ist. Auch das Ad- 
sorptionsverhalten gegeniiber einer Séiule von Calciumkarbonat aus 
Benzin ist bei beiden Carotinoiden recht Ahnlich. Die beiden _ 
werden daran kaum adsorbiert. Bei der Bestimmung des 
,Caricaxanthins‘ in Fruehtfleisch von ,,Ponkan“ sowie Papaya 
haben Yamamoto und Tin (1933) angenommen, dass die am 
Aluminachromatogramm durch Petrolbenzin nicht eluierbaren 
epiphasischen Farbstoffe ausschliesslich aus Kryptoxanthin 
bestehen, was aber im allgemeinen nicht der Fall ist.” 


1) Der Gesellschaft ,,Nippon Gakuzyutu-Sinkékai“* danken wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit, die vorliufig am 22. Oktober 1941 auf dem Bioche- 
mischen Kongress zu Kumamoto mitgeteilt wurde. (A. Fujita). 

2) Die epiphasischen Farbstoffe aus Fruchtfleisch von ,Ponkan™ zeigten 
sich nach Verfassers Versuch am Al.O;-Chromatogramm, ausser Carotin und 
Kryptoxanthin noch zwei helle, gelbe Zonen, wahrend die aus Fruchtfleisch von 
Papaya noch vier Zonen (1. orange, 2. hellrosa, 3. grtin, 4. hell rosa) nachweisen 


liessen. 


ab he) 
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Nach Verfassers Versuch ergab sich fiir die Fraktionierung 
der einzelnen Carotinoide das Chromatogramm am Aluminium- 
oxyd und Entwicklung mit Benzol-Petrolather (1:1) als am 
zweckmissigsten. Dabei ergab sich, dass Kryptoxanthin nach 
stundenlangem Aufgiessen von Entwicklungsnuttel immer etwa 
1cm unterhalb der Oberfiiiche der Adsorptionssdule als eine scharfe 
Zone hingen bleibt. Zur quantitativen Bestimmung ist diese Zone 
abzupipettieren und nach Elution wird das Kryptoxanthin in 
Petrolather gelést und photometriert. Die zur Berechnung notige 
Faktor wurde nach Reindarstellung der Kryptoxanthinkrystalle 
experimentell bestimmt. Fiir die quantitative Bestimmung des 
Kryptoxanthins ist darauf zu achten, dass der Extrakt im Gegen- 
satz zu Carotin erst verseift werden muss, da Kryptoxanthin, 
welches selbst ein Alkohol ist, in Pflanzengeweben als veresterte 
Form vorliegen kann. Als charakteristische Abweichung von 
Carotin wandert Kryptoxanthin, wie seit den Untersuchungen von 
Kuhn und Grundmann (1934) bekannt ist, bei der Verteilung 
zwischen Benzin und 95 proz. Methanol deutlich nach unten, 
wahrend die beiden Farbstoffe zwischen Benzin und 90 proz. 
Methanol gleichfalls epiphasisch sind. Aber die Verteilung 
zwischen 95 proz. Methanol ist nach Verfassers Versuch nicht voll- 
standig, so dass dieses Verhalten zur quantitativen Trennung des 
Kryptoxanthins von Carotin nicht verwendet werden kann. 

Im folgenden beschreibe ich die Vorschrift der quantitativen 
Bestimmung des Kryptoxanthins, die sich nach zahlreichen Bestim- 
mungen am besten bewahrt hat. Da in der folgenden Beschreibung 
die Apparate, Reagenzin und Ausfiihrungen im wesentlichen die 
gleichen sind, wie bei der Bestimmung des Carotins (Vel. Fujita, 
Narita und Ajisaka 1940), so sollen nur die besonderen aus- 
ftthrich besehrieben werden. 


APPARATE UND GEFASSE. 


1. Einige Morser. 

2. Glas- bzw. Quarzsand. 

3. Hinige Glasfilter und Saugflaschen. 

4. Hinige Scheidetrichter von je 100 cem Inhalt bzw. 200 cem. 
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5. Hin Kippscher Apparat und einige Waschflaschen. 
6. Hin Quecksilber-Manometer. 
7. Kinige Adsorptionsrohre und eine Kiihlvorrichtung. 
8. Ein Glasstab und eine Glasnadel. 
9. Hin Petrolathergefass mit Pfropfen, bestehend aus einer 
Pipette und einer Gummikappe. 
10. Hinige Reagensgliser mit Marken von 1 bis 20 cem. 


11. Hine Wasserstrahlpumpe mit Vorrichtung gegen Riickfluss. 


/ ERFORDERLICHE REAGENZIEN. 

1. Methanol. . 

2. Petrolither (Siedepunkt: 40 bis 75°C). 

3. 5 proz. Kaliumhydroxyd in Athylalkohol. 

4. 90 Vol-proz. Methanolloésung. 

5. Benzol-Petrolather (1:1). 
Gleiche Volumina von Benzol und Petrolither werden gemischt. 

6. Aluminiumoxyd (reinst, wasserfrei von Merck). 
Das jJapanische Handelspraparat von Takeda erwies sich als nicht 
zweckmissig. Es muss erst aktiviert werden. Uber die Aktivie- 
rung vel. Ruggli und Jensen 1935 sowie Kondo 1987. 

7. Methanol-Petrolather. 
Petrolather wird mit Methanol gesattigt. 


AUSFUHRUNG. 

1. Extraktion. 
ag” des zu untersuchenden Materials werden mit Glassand 
fein verrieben. Nach Zusata von Methanol wird der Brei gut 
geriihrt und dureh einen Glasfilter abgesaugt. Der Rickstand 
wird erst mehrmals mit Methanol dann wiederholt mit Petrolather 
extrahiert, bis das Filtrat farblos ablauft. Die samtlichen Ausztige 
werden in einem groésseren Scheidetrichter vereinigt,?? Wasser von 


1) 2 bis 20g werden verwendet. Je nach dem Gehalt an Kryptoxanthin 
wird die zu bestimmende Menge variiert. 

2) Bei der Bestimmung des Carotins haben wir beschrieben, dass der 
Petrolither- bzw. Methanolextrakt zuerst bis auf 20 bis 30 cem einengt wird; 
da aber die Hinengung des Methanol-Hxtraktes etwas umstindlich ist, ist die 
Trennung der beiden Schichten ohne Hinengung praktisch zu bevorzugen. 
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etwa 1/9 Volumen des Methanolextraktes wird zugesetzt und das 
Gemisch wird stark geschiittelt. Die Methanolphase wird mit einer 
kleinen Menge Petrolather geschiittelt und die Extraktion mehrmals 
wiederholt. Die Petrolaitherphasen werden vereinigt und im 
Vakuum auf etwa 20 bis 30 ccm eingeengt. Die Losung wird mit 
einem gleichen Volumen 5 proz. athylalkoholschem Kali bei etwa 
20° ungefahr 20 Stunden hydrolysiert, mit 1,5fachem Volumen 
Wasser verdiinnt und zur Trennung in den Scheidetrichter getan. 
Die Seifenlésung wird mit einer kleinen Menge Petrolather geschiit- 
telt. Die Extraktion wird mehrmals wiederholt. Die vereinigten 
Petrolatherausziige werden nach miassigem Einengen, mit einem 
eleichen Volumen 90 proz. Methanol geschiittelt und die Extrak- 
tion wird mehrmals wiederholt. Die Petrolatherphase wird mit 
einem gleichen Volumen Wasser gewaschen und das Waschen wird 
noch 2 bis 4mal wiederholt. Der Extrakt wird im Vakuum auf 
etwa 1 cem eingeengt. 


2. Chromatographie. 


Man beschickt das auf der Saugflasche vertical montierte 
Rohr nach Zugabe eines Wattebausches mit einer geeigneten Menge 
Petrolather und Aluminiumoxyd und saugt miassig. Nach weiterem 
Zusatz von Petrolather und Aluminiumoxyd unter Saugen achtet 
man darauf, dass die Saule stets, ohne Unterbrechung mit Flissie- 
keit bedeckt bleibt. Man stellt so eine etwa 14 bis 15 em lange 
Aluminiumoxydsaule her. 

Von oben wird das Rohr mit eingeengtem Extrakt beschickt 
und nach dem Eindringen desselben in die Saiule wird der Petrol- 
ather, mit dem Reagensglas und Pipette gespiilt wurden, nach- 
gegossen. Man setzt das Aufsaugen ven Petrolather fort, wobei 
die Farbringe auseinandergezogen werden. Carotine laufen aber 
durch Petrolather allein nicht durch.) Nunmehr entwickelt man 


1) Beim Chromatogramm mit Ca(OH)2 und bei einigen japanischen 
Aluminapriparaten liefen Carotine mit Petrolither allein allmiblich durch, 
was aber mit dem Aluminiumoxyd (reinst, wasserfrei, Merck) nicht der Fall 
war. Erst durch Aufgiessen von Benzol-Petrolither traten Carotine aus der 
Saule aus. 
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das Chromatogramm durch Benzol-Petrolither (1:1), a- und p- 
Carotin steigen gemeinsam allmihlich ab und treten schliesslich 
.aus der Sadule aus. Verschiedene Farbenzonen werden dabei ent- 
wickelt, und die Kryptoxanthinzone bleibt als eine schmale scharf 
begrenzte orangerote Zone etwa lem unterhalb der Siulenober- 
flache hangen. Nach geniigender Entwicklung (1 bis 2 Stunden) 
wird die Entwicklung unterbrochen. Nach Beschicken mit Petrol- 
ather und vorsichtiger Beseitigung der oberen Zonen wird die 
Kryptoxanthinzone quantitativ abpipettiert und in den Glasfilter 
gebracht. Durch Waschen und wiederholtes Nachwaschen mit 
Petrolither, der mit Methanol gesidttigt worden ist, wird die 
eluierte Kryptoxanthinlosung in ein Reagensglas gesammelt. Nach 
Verdiinnen mit Petrolather bis zu einer geeigneten Konzentration 
wird die Lésung im Pulfrich-Photometer bestimmt. 


3. Berechnung. 


Das Volumen der Kryptoxanthinldsung sei m cem. Diese 
Loésung werde bei der Bestimmung auf das v fache verdiinnt. Die 
gemessene Extinktion (S47, 5,00mm) sei #, und die genommene 
Materialmeng sei ag. Dann wird der Gehalt an Kryptoxanthin 
xmeg pro 100 ¢ Ausgangsmaterial nach folgender Forme! berechnet. 


Emmy 
a 


C= 0,95+ 


BEMERKUNGEN. 


1. Wenn mehrere Zonen etwa 1 em unterhalb der Saulenober- 
fliche auftreten, so muss der Farbstoff der einzelnen Zone mit einer 
geeigneten Menge Kryptoxanthin! gemischt und wie in der Vor- 
schrift chromatographiert werden. Wenn wirklich Kryptoxanthin 
vorliegt, so treten durch Entwicklung mit Benzol-Petrolather (1:1) 


keine getrennten Zonen auf. 


1) Uber die Darstellung des Kryptoxanthins vgl. Ajisaka (1942). Zur 
Mischchromatographie braucht man nicht immer die Loésung aus reinen 
Krystallen herzustellen. Dazu kann man die Losung, die aus einheitlicher 
Kryptoxanthinzone des Chromatogramms hergestellt worden ist, ebensogut 


verwenden. 
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2. Rubixanthin, das lsomere des Kryptoxanthins, welches von 
Kuhn und Grundmann (1934, 1, 3) in den Friichten von Rosa 
canina, R. rubiginosa, R. damascena sowie der wildwachsenden 
Reinrose entdeckt wurde, soll sich bei der Entmischungsprobe und 
bei dem Adsorptionsversuch dem Kryptoxanthin ganz ahnhch 
verhalten und chromatographisch schwer davon trennen lassen. 
Das Spektrum dieses Farbstoffes ist versechieden von dem des 
Kryptoxanthins aber dem des y-Carotins ahnlich, namlich: 


Optische Schwerpunkte (mp) 
In Schwefelkohlenstoff In Benzin (70-80°) 
Kryptoxanthin 519 483 452 485,5 452 424 
Rv bixanthin O33 494 461 495,5 463 432 
y-Carotin 533,5 496 463 495 462 431 
Lycopin 548 507,5 477 506 475,5 447 


Wenn einer der genannten Farbstoffe allein vorkommt, so ist 
es spektroskopisch nicht schwar, sie voneinander zu unterscheiden. 
Wenn aber Kryptoxanthin nebst Rubixanthin vorliegt, so verhalten 
sich die beiden Farbstoffe am Chromatogramm 4dhnlich, aber die 
Trennung der beiden Farbstoffe ist nach Verfassers Versuch 
moglich, indem man das Chromatogramm mit Benzol-Petrolather 
(1:1) ttichtig nachentwickelt. (Vgl. Experim. Teil). 

3. Kryptoxanthin ist von Lyeopin mittels Al.Oz, wie von 
Kuhn und Grundmann (1933) hervorgehoben wurde, nicht 
scharf trennbar. In Gegenwart von Lycopin ist es zweckmissig, 
dass man nach chromatographischer Adsorption an Al.Q3 die 
Farbstoffe der Kryptoxanthinfraktion erneut an CaCOz adsorbieren 
lasst. Dabei befindet sich das Kryptoxanthin oben und das Lycopin 
unten. Die beiden Zonen treten nach fortschreitender Entwicklung 
durch Benzol-Petrolather aus der Saule heraus. Die Farbe am 
CaCO3-Chromatogramm sieht gelblicher aus als bei AlsOs. 

4. a- und f-Carotin kénnen durch Al,03-Chromatogramm 
nicht getrennt bestimmt werden, wie wir (Fujita, Narita und 
Ajisaka 1940) schon hervorgehoben haben. Dazu muss die aus 
der AllO3-Saule durch fortschreitende Entwicklung mittels Benzol- 


Uber die Bestimmung des Provitamin A.—IT. 125 


Petrolather ausgetretene Fraktion auf Ca(OH)» erneut chromato- 
graphiert werden. y-Carotin, das Verfasser bisher nur beim 
Versuch mit Friichten der Wildrose in einer bedeutenden Menge 
gefunden hat,” tritt im Gegensatz zu a- und f-Carotin aus der 
Al,O3-Saéule durch Benzol-Petrolither nicht aus. Es befindet sich 
als eine rotbraune Zone oberhalb des $-Carotins und unterhalb des 
Lycopins. Die Grenze mit Lycopin ist nicht scharf. Durch 
erneutes Chromatogramm lasst es sich von Lycopin trennen. (Vel. 
Versuchsbeispiele 9). 


VERSUCHSBEISPIELE. 


I. Die Gewebe, deren epiphasische Farbstoffe hawptsichlich 
aus Kryptoxanthin bestehen. 

(1) Zea mays L. (,,TOmorokosi“, orangerote Art). 

30¢ Maiskorn werden gemahlen und vorschriftsmissig be- 
handelt. 

estos wise LOO yes Tas230) ~ “re 090".0579 0 0 
0,25 me%. ; 

Befund am Chromatogramm vgl. Abb. 1. 
(2) Citrus Unshiu Mareov. (,,Unsyamikan“ aus Kagosima). 

10¢@;Schalen werden behandelt. H=0,335, m=5,0, v=26, 
G=10, 2==0,95 "0/335" 57-26/10=4 14 meg. 

Befund am Chromatogramm (nach 60 Minuten Entwicklung) 


vel. Abb. 2. 
Die 3. orange Zone erwies sich nach Mischchromatogramm als 


nicht identisech mit Kryptoxanthin. 


II. Die Gewebe, deren epiphasische Farbstoffe hauptsichlich 
aus Carotinen bestehen. 


(3) Cucurbita moschata var. melonaeformis Makino (,,Tdnasu‘). 
10g Fruchtfleisch werden behandelt. H=0,115, m=2,0, v=1, 
a—10. x=0,95- 0,115 -2/10=0,022 mg%. 
Befund am Chromatogramm vgl. Abb. 3. 


1) Hine kleine Menge y-Carotin findet man auch bei Mohrriiben. 
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Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. Abb. 4. 
,,lomorokosi™ , Unsyimikan™ »Tonasu™ Blatt von ,,Ninzin“ 
1. hell gelb 1. braungelb 1. gelblich 1. hell braungelb 
2. hell rosa 2. braungelb 2. braun 2. hell gelb 
3. orangerot 3. orange 3. orangerot 3. rotlich 
(Kryptoxanthin) 4. tief orangerot (Kryptoxanthin) 4. orangerot 
4, purpurrot (Kryptoxanthin) 4. violettrot (Kryptoxanthin ) 
5. gelblichgrin 5. rosa 5. rotlichbraun 
6. rotlch 6. hell blaulichgriin 6. hell braun 
7. gelb 
Jom fonts 
}1 5mm os a 
4 
ae 5 an 
6 
pane | 
aa 
| a 
74 iw 


(4) Blatt von Daucus Carota L. var. sativa DC. (,,Ninzin“). 

5g Blatter werden behandelt. H=0,23, m=4,0, v=1, a=5. 
2=0,95 - 0,23 -4/5=—0,18 me%. 

Befund am Chromatogramm vel. Abb. 4. 
(5) Griiner Tee (,,Gyokuro“, Nr. 5). 

2¢@ grimer Tee (getrocknet) werden behandelt. H—0,245, 
m=4,0, v=1, a=2. «=0,09- 0,245 -4/2=—0.47 me% 

Befund am Chromatogramm vegl. Abb. 5. 
(6) Capsicum annuum L. (,,Tégarasi“). 

7g Fruchtfleisch (braunrot, getrocknet) werden behandelt. 
Der Extrakt betrug 14cem. 1cecem davon wird auf 5,0cem auf- 
gefullt und die Lésung wird zum Photometrieren noch aufs 9fache 
verdiunnt. 

SS Dare m=5,0, U=9; G=1. 


PUES me os 14 994 See 


Befund am Chromatogramm vgl. Abb. 6. 


al 


He CO bo 
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Abb. 5. 


Griiner Tee 
(,,Gyokuro"*) 


hell briiun- 
hehtgelb 


. bell gelb 


braun 
orangerot 
(Kryptoxan- 
thin) 
rothiehbraun 


ae 


3. 


4, 


OV 


Abb. 6. 
Schoten von 
»Togarasi® 


. orange 


purpurrot 
tief orange- 
ret (Krypto- 
xanthin) 
purpurrot 


. hell braun- 
lichrot 

. hell grtin- 

lichgelb 

. hell braunrot 


Abb. 7. 
»Tomato* 
hell braun 


tief braun 1. 


braunrot 
tief-rot 
(Lycopin) 


5. rosarot 


gelb 
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(Carotin) 
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3. 
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Abb. 8. 
Schale von 
"Kaki" 
hell briun- 

lichgelb 


. orangerot 
hell orangerot 
. tief orange- 


5) 


5. 


Abb. 9. 
»Noibara™ 


. braungelb 
. gelbbraun 
oe 
. tief rotbraun 
(Rubixanthin ) 


rotbbraun 


braunrot 


rot (Krypto- 6. tief rot 


xanthin ) 


. rosarot 


6. tief ret 


~“ 


(liycopin ) 


. rosarot 
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aus Lycopin bestehen. 


(7) Lycopersicon esculentum Mill (,,Tomato*). 


20¢ Fruchfleisch werden behandelt. 


ied 


lie 


(Lycopin) 
rotorange 
(y-Carotin) 


OWN 


IIT. Die Gewebe, deren epiphasische Farbstoffe hauptsdchlich 


Am Chromatogramm 


wird eine bedeutende Menge Carotin und Lyecopin aber kein 


Kryptoxanthin nachweisbar. 
Befund am Chromatogramm vgl. Abb. 7. 
(8) Schale von Diospyros Kaki Thunb. (,,Fuyu-Gakv’). 
10g Schale werden behandelt. 
befinden sich 3 orangerote Zonen, von denen sich nur die unterste 
durch Spektrokopie und Mischchromatographie als richtiges Krypt- 
oxanthin erwies. (Vgl. Abb. 8). 


Auf dem Chromatogramm 
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E=0,34, m=10,0, v=21, a=10. 
1 =0,05 : 0,34 10 -21/10=6,78 me%. 


IV. Die Gewebe, deren epiphasische Farbstoffe 
Rubixanthin enthalten. 


(9) Rosa multiflora Thunb. (,,Noibara‘“). 

10¢ Fruchtfieisch werden behandelt. Am Chromatogramm 
findet man in der 3., 4. und 5. Zone je einen rotorange Farbring. 
Durch Spektrokopie und Mischchromatographie erkennt man, dass 
Kryptoxanthin in keiner Zone enthalten ist. Der Farbstoff in der 
4. rotbraunen Zone entspricht Rubixanthin und der in der 7. roto- 
range Zone entspricht y-Carotin. Es ist das erste pflanzliche 
Gewebe, in dem Verfasser nach zahlreichen Untersuchungen an 
pflanzlichen Geweben eine bedeutenden Menge y-Carotin nach- 
weisen konnte. y-Carotin tritt im Gegensatz zu a- und 6-Carotin 
durch Nachentwicklung mit Benzol-Petrolather (1:1) nicht aus 
der Saule aus, sondern bleibt unterhalb des Lycopins hangen. 


EXPERIMENTELLES. 
1. Extinktionskurve des Kryptoxanthins. 


0,5mg%ige Kryptoxanthinldsung? wird mit verschiedenen 
Lichtfilter photometriert. Die gefundene Extinktionskurve ist in 
Abb. 10 gezeigt. Fiir die praktische Bestimmung erwies sich Filter 
S47 bequemer als S45. 


2. Konzentration und Extinktion. 


Die Extinktion ist der Konzentration genau proportional 
(Abb. 11). Daraus ergibt sich der f-Wert d.h. mg%/E (S47, 
5,00 mm) 0,95. 


3. Entmischungsverhalten des Kryptoxanthins. 


Kuhn und Grundmann (1933) haben zuerst hervorgehoben, 


1) Dargestellt aus ,,Togarasi‘ (Vel. Ajisaka 1942). Schmelzpunkt 
161°C. Durch wiederholtes Abdampfen mit Benzol wurde es frei von Krystall- 
Methanol gemacht. 
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dass Kryptoxanthin bei der Verteilung zwischen Benzin und 90 
proz. Methanol wie $-Carotin die Oberschicht aufsucht, wihrend 
es bei Verwendung von 95 proz. Methanol im Gegensatz zu /- 


Abb. 10. 


— Wellenldnge tn mu 
Carotin deutlich nach unten wandert. Es ist nach der Beschrei- 
bung der Autoren nicht klar, ob es dabei vollstandig oder teilweise 
in Methanolschicht tibergeht. Ich habe daher untersucht, wie sich 
die Verteilunge mit der Zunahme der Methanolkonzentration 


Of 02 03 O04 05 06 0.7 08 09 10 
— Konzentration in mg% 


verhalt. : 
Abb. 11. 
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TABELLE I. 


Gleiche Volumina Methyalkohol und Kryptoxanthinlosung werden 


geschiittelt. 
Entmischung mit % Kryptoxanthin geht in Methanolphase 
90 proz. Methanol 0 
95 ,, ‘ 25 
Tees a 47 


Aus den Ergebnissen in Tabelle I ist zu ersehen, dass die 
Verteilung bei 95 proz. Methanol nicht vollstindig ist. Selbst bei 
Verwendung von 97 proz. Methanol geht nur die Halfte in die 
Methanolphase. Wegen dieser EHigenschaft kann es also zur 
quantitativen Trennung von /-Carotin-und Kryptoxanthin nicht 
angewandt werden. 


4. Verhalten am Chromatogramm. 


Es wurde mit epiphasischer Farbstofflosung aus Fruchtfieisch 
von ,,Ponkan“ (Citrus poonensis) das chromatographische Ver- 
fahren mittels folgender Adsorptionsmittel versucht. 

(1) CaCO3. Aus der Lésung in Petrolather wird Kryptoxan- 
thin durch die CaCOsz-Saule nicht scharf adsorbiert. Es tritt nach 
Aufgiessen des Petrolathers aus der Saule heraus. 

(2) Ca(OH). (Takeda). Durch Entwicklung mit Petrol- 
ather allen oder noch besser mit Benzol-Petrolather (1:1) wird 
die Kryptoxanthinzone entwickelt, aber die Zone ist ziemlich weit 
und die Grenze nicht scharf. Auch nach Entwicklung mit 1 proz. 
Athylalkohol in Petrolither wird die Zone nicht scharf. 

(3) 1T. Fasertonerde+4T. AloO3; (Merck). Durch Ent- 
wicklung init Benzol-Petrolather (1:1) wird die Kryptoxanthin- 
~ zone weit und nicht scharf. 

(4) Aluminiumoxyd (Takeda, zur Chromatographie). 
Dureh Entwicklung mit Benzol-Petrolather (1:1) wird die 
Kryptoxanthinschicht etwas weit und die Grenze ist nicht sehr 
scharf. Dies kann jedoch zur Bestimmung des Kryptoxanthins 
auch brauchbar sein. 

(5) Aluminiumoxyd (Merck, wasserfrei). Durch Entwick- 
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lung mit Benzol-Petrolather (1:1) erwies sich die Kryptoxanthin- 
zone am sehirfsten. Zur Entwicklung ist 1 proz. Athylalkohol bzw. 
1-2 proz. Methanol in Petrolither ungeeignet. Zur Elution hat 
sich Methanol-Petrolather am besten bewahrt. 


5. Mischchromatogramm mit Rubixanthin. 
Rubixanthin wurde aus Fruchtfleisch von ,,Noibara“ (Rosa 
multiflora) chromatographisch isoliert?? und mit Kryptoxanthin am 
Aluminiumoxyd mischchromatographiert. Nach Entwicklung mit 
Benzol-Petrolather (1:1) in etwa 120 Minuten 
zeigten sich die beiden Farbstoffe als getrennte 
Zonen, wobei Kryptoxanthin unten auftrat. 


Abb. 12. 


Mischchromatogramm 
von Kryptoxanthin 


(Vgl. Abb. 12). und Rubixanthin 
(Nach 120 Minuten) 
6. Mischchromatogramm mit Lycopin. 1. rotbraun 
(Rubixanthin) 
Lycopin wurde aus reifem Fruchtfleisch 2. rotorange 
(Kryptoxanthin) 


von ,,Karasuuri‘ (Trichosanthes cucumeroides 
Maxim.) chromatographisch isoliert’) und mit 
Kryptoxanthin auf Al,.Os mischchromatogra- | 
phiert. In Gegenwart von viel Lycopin nebst | 
wenig Kryptoxanthin?) oder in Gegenwart 
von einer etwa gleichen Menge beider Farb- 
stoffe®?) erwies sich die Trennung der beiden 
Farbstoffe nach 1,5 bis 2 Stunden langer 
Entwicklung mit Benzol-Petrolather (1:1) als 
moglich, obwohl die Grenze nicht sehr scharf war.*’ Dabei war die 


N- 


1) Bei der Darstellung wurde genau ebenso verfahren wie bei der 
Bestimmung des Kryptoxanthins, einschliesslich Verseifung und Al2Os- 
Chromatogramm, wobei sich das Lycopin als eine tief rote Zone oberhalb von 
8-Carotin befand. (vgl. auch Abb. 7). Rubixanthin trat als eine rotbraune 
Zone etwa an der Stelle des Kryptoxanthins auf. (Abb. 9). 

2) Der Versuch wurde mit einem Gemisch von je 2,0ccm etwa 
8,6 mg%igem Lycopin und 0,4mg%igem Kryptoxanthin gemacht. 

3) Ein Gemisch von je 2,0ccm etwa 0,4 mg%iger beider Farbstoit- 
ldsungen wurde zum Versuch verwendet. 

4) Die Farbe der Kryptoxanthinzone am Al:0:-Chromatogramm: braun- 
rot. Die des Lycopins: rosarot. 
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Reihenfolge der Zonen umgekehrt. Im ersteren Falle befand sich 
die Kryptoxanthinzone oben, wahrend sie sich im letzteren Falle 
unten zeigte. Die Trennung des Kryptoxanthins auf Al,O3 aus 
einem Gemisch von wenig Lycopin nebst viel Kryptoxanthin erwies 
sich als unmoglich. Als sehr zweckmissig®) erwies sich die Ab- 
trennung der beiden Farbstoffe durch CaCO3-Chromatographie, 
wenn von beiden Farbstoffen etwa je eine gleiche Menge vorliegt.?? 
Die beiden Farbstoffe trennen sich als isolierte Zonen, wobei sich | 
das Kryptoxanthin oben befindet. In Gegenwart von viel Lycopin 
nebst wenig Kryptoxanthin® konnten aber die beiden Farbstoffe 
nicht scharf getrennt werden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Es wurde eine allgemeingiiltige Bestimmungsmethode des 
Kryptoxanthins in pflanzlichen Geweben ausgearbeitet, ausftthrlich 
beschrieben und mit einigen Beispielen erlautert. 


Herrn Dr. A. Fujita spreche ich meinen besten Dank fir 
seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit aus. 
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5) Die Farbe der Kryptoxanthinzone am CaCOs;-Chromatogramm: gelb. 
Die des Lycopins: braungelb. 

6) Hin Gemisch von je 2,0cem etwa 8,6 mg%iger lLycopin- und 
0,4mg%iger Kryptoxanthinlésung wurde zum Versuche verwendet. 
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UBER DEN STOFFWECHSEL DER TIERE BEI DER 
CHAULMOOGRAOLINJEKTION. 


Uber den Einfluss des Chaulmoograéls auf die 
Phosphorverbindungen im Blute. 


VON 


JOKICHI KOYANAGI. 


(Aus dem Biochem. Institut der Kumamoto Med. Fakultiit. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Hingegangen am 24. November 1941) 


Der Zweck dieser Versuche liegt in der Erforschung der 
Veranderungen, welche die Phosphorverbindungen im Blut durch 
intravendse Injektion des Chaulmoogradls erfahren. 

In einer friiheren Mitteilung (1940b) wurde vom Verfasser 
darauf hin gewiesen, dass die Injektion des freie Fettsiure 
enthaltenden Chaulmoogradls im Gegensatz zu der des neutralen 
Chaulmoograéls eine schaédliche Wirkung hat, und dass sie, wahr- 
scheinlich fettige Degeneration auslosend, zur Vermehrung des 
neutralen Fettes in allen Organen fiihrt. Demnach soll man bei 
klinischer Anwendung des Chalmoogradls das neutrale Oel benutzen. 
Auf Grund dieser Einsicht wurde in den folgenden Versuchen nur 
neutrales Chaulmoogra6él zur Injektion verwendet. 


VERSUCH. 


Zur Injektion wurde eine 5%ige Emulsion des neutralen , 
Chaulmoograéls nach Verfassers eigener Methode (1940a)_her- 
gestellt. Als Versuchstiere wurden méannliche Kaninchen ge- 
braucht und ihnen wurde die Injektion von 2 cem pro kg. Korper- 
gewicht taglich einmal, zehn Tage lang fortgesetzt gegeben. Das 
Blut wurde vor und 24 Stunden nach der Injektion mit einer 
Spritze, die vorher zu einem Zehntel der zu entnehmenden Blut- 
menge mit 5%igem Natriumeitrat gefiillt war, mittels Herzpunk- 
tion entnommen. Die Phosphorverbindungen im Blut wurden in 
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anorganischen, Lipoid-, Hiweiss- und Esterphosphor geteilt und 
an dem ganzen Blut und dem Blutplasma bestimmt. Die Menge 
des Eiweissphosphors wurde nach folgendem Schema ermittelt: 
Gesamt-P — Lipoid-P — (Rest-P— Lipoid-P im Rest-P). Den Hster- 
phosphor erhielt man nach dem Schema: Rest-P—anorg-P —Lipoid- 
P im Rest-P, er stellt ein Ganzes von Diphosphoglyzerinsaure, 
Adenylsaure, und Hexosediphosphorséure dar. Also wurde wirklich 
nur die Bestimmung des Gesamt-; des anorganischen, des Lipoid-, 
des Rest-P, und Lipoid-P, der in Rest-P enthalten war, durch- 
eeftihrt; die anderen Mengen wurden nach der oben erwahnten 
Weise ausgerechnet. Das ganze Blut war das Zitratblut, welches 
nach der Entnahme zur Gentige gemicht war; das Blutplasma 
wurde dureh zentrifugale Fallung des Zitratblutes erhalten. Die 
Enteiweissung wurde mit Trichloressigsdure angestellt: in ihre 
10%ige Losung von 16 cem tropfte man 4 cem des Zitratbluts oder 
-plasmas hinein und liess direkt nach der Mischung zentrifugieren 
und entfernte die fliissige Oberschicht, um endlich die Bestimmung 
ausftihren zu kénnen. 

Der Gesamtphosphor des ganzen Blutes wurde an 1,0 cem 
Zitratblut, das im Verhaltnis von 1:10 verdiinnt war, der Gesamt- 
phosphor des Blutplasmas an 1,0 cem Zitratplasma, der anorgani- 
sche Phosphor sowohl des ganzen Blutes wie auch des Blutplasmas 
an ihrem enteiweissten 5cem Liquide, der Rest-Phosphor eben 
sowohl des’ ganzen Blutes wie auch des Blutplasmas an ihrem 
enteiweisstem 5cem Liquide, der Lipoidphosphor an leem des 
ganzen Blutes oder des Zitratplasmas, das zuerst mit 20cem der 
eleichmassigen Mischung von Ather und Alkohol, dann wieder mit 
wasserfreiem Ather ausgelaugt war, und endlich der Lipoidphos- 
phor im Rest-Phosphor des ganzen Blutes wie auch des Blutplasmas 
an ihrem enteiweisstem 5cem Liquide, der ebenfalls mit 100 cem 
der Ather-Alkohol-Mischung (1:1), dann wieder mit wasserfreiem 
Ather ausgelauet war, jeder nach Verfassers Methode (1938) 
bestimmt. 


A. Bei normalen Kaninchen. 


Die durchschnittliche Phosphormenge der Phosphorverbin- 
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dungen im Blut der normalen 8-12 Kaninehen stellten sich als 
folgende heraus. 


TABELLE I, 


Vollblut mg% Blutplasma mg% 
Anorg.-P 11,302 6,262 
Lipoid-P 8,499 6,728 
Ester-P 22°865 0 
Eiweiss-P 70,182 6,493 


B. Ber den mit Chaulmoograol und den als Kontrolle mit 
Olivenél injizierten Kaninchen. 


1) Anorganiseher Phosphor. 

Die Kaninchengruppe, bei welcher der Versuch mit der Injek- 
tion des Chaulmoogradls angestellt worden ist, zeigt eine Ver- 
minderung des anorganischen Phosphors nicht nur im _ Biut, 
sondern (nur mit einer Ausnahme von Kaninchen III) auch im 
Blutplasma. Dagegen bei den Kaninchen der Kontrolle, denen 
Oliven6] injiziert worden war, ist sowohl im ganzen Blut wie auch 
im Blutplasma eine Zunahme an anorganischem Phosphor zu 


verzeichnen. 
TABELLE IT. 
Vollblut Blutplasma 
venose Kaninchen 
Injektion Nr. vor Injekt. | nach Injekt. | vor Injekt. | nach Injekt. 

mg% me mg% mg% 
rf 13,394 8,860 8,338 6,462 
IL 10,976 5,203 4,922 3,022 
Chaulmoograol TIL 9,795 7,875 4,380 4,479 
. IV 13,043 8,072 5,857 4,528 
vermindert 4,285 vermindert 1,252 
V 7,432 12,600 6,595 6,940 
Olivol VI 10,657 15,394 7,851 9,081 
vermehrt 4,953 vermehrt 0,787 
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2) Lipoidphosphor. 

Alle Kaninchen, die die Injektion des Chaulmoograol erhalten 
haben, nehmen iiberall am Lipoidphosphor zu. Das ist, mit einer 
Ausnahme des Kaninchens III, auch der Fall mit demselben im 
Blutplasma. Dagegen lasst sich bei den Kaninchen, welche die 
Injektion des Olivéls bekommen haben, im ganzen Blut wie im 
Blutplasma eine allgemeine Verminderung des Lipoidphosphors 
beobachten. Danach versteht es sich von selbst, dass die Injektion 
des Chaulmoograéls, ganz im Gegenteil zu anorganischem Phos- 
phor, die Vermehrung des Lipoidphosphors im Blut, die Injektion 
des Olivéls dagegen seine Verminderung verursacht. 


TABELLE III. 


Vollblut Blutplasma 
venose Kaninchen 
Injektion Nr. vor Injekt. | nach Injekt.| vor Injekt. | nach Injekt. 

mg7o mg mg% mg 

a 9,244 10,533 5,576 6,671 

al 8,367 9,641 5,365 8,338 

Chaulmoogra6l IIt 7,260 7,678 6,173 5,709 
IV 7,137 9,549 5,980 8,023 

vermehrt 1,353 vermehrt 1,288 ~ 

V 10,582 9,352 Waist, 5.414 

Olivol IV 8,773 7,186 ido 7,742 
vermindert 1,458 vermindert 0,766 


3) Die zeitlichen Verainderungen des anorganischen und des 
Lipoidphosphors bei einmaliger Injektion des Chaulmoograils. 

Aus der ersten und zweiten Betrachtung erkennt man, dass 
eine tiber eine lange Zeit sich erstrecktende intravenése Injektion 
des Chaulmoograéls einerseits eine Verminderung des anorgani- 
schen Phosphors, andererseits eine Vermehrung des Lipoidphos- 
phors mit sich bringt. Allein die Verainderungen des anorgani- 
schen und Lipoidphosphors, welche sich bei fortgesetzter Injektion 
des Chaulmoograéls zeigen, ergeben bei einmaliger Injektion ein 
ganz anderes Bild, indem sie beide fast die gleiche Abnahme auf- 
weisen. Wenn man namlich die 5%ige Emulsion des Chaulmoogra- 
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dls Je 2cem pro kg. Kérpergewicht intravenés injiziert, so nehmen 
sie 1-2 Stunden danach ab, aber vier Stunden spiter etwas zu 
und acht Stunden spater wieder etwas ab; sie erlangen 24 Stunden 
spater den normalen Wert wieder. 


TABELLE LY. 


venose |Kaninchen vor nach 2 St. 4 St 8 St 24 St 
Saas = Injekt. | Injekt. ; ian yy. 3 
Injektion| Nr. aie an % mg7Zo mgVo mg% mg% 
VII 13,905 11,321 11,321 12,182 | 10,644 | 14,828 
VIII 11,444 | 10,890 9,965 | 12,642 8,429 | 14,705 
ee Ix 11,813 8,060 8,860 11,136 8,367 9,290 
anorg.-F 
eee x 11,321 | 10,090 | 9,229 | 10,607 | 10,275 | 10,937 
vermind.| vermind.| yermind.} vermind. jvermehrt 
1,320 2,277 0,479 2,692 0,320 
VII 6,546 6,251 4,503 6,595 5,795 6,546 
VIII 8,417 5,291 6,202 9,499 9,573 8,564 
Vollblut 1B¢ 8,613 7,629 5,783 7,850 7,924 8,200 
lipoid-P = rage s Aes 
x 8,170 5,931 5,012 Cte: 6,645 8,988 
vermind.| vermind.} vermind.| vermind. |vermehrt 
1,661 2,436 0,019 0,452 | 0,096 
4) Esterphosphor. 


Er wird bei den Kaninchen, welche die Injektion des Chaul- 
moogradls bekommen haben, ab- und bei solchen, welche die Injek- 
tion des Olivéls bekommen haben, zunehmen. 


TABELLE V. 
Vollblut 
venose Kaninchen 
Injektion Nr. vor Injekt. nach Injekt. 

mg% mg% 
I 26,371 12,126 
IESE 19,887 19,649 
Chaulmoograol 1M 18,114 15,998 
IV * 24,945 14,078 
vermindert 6,867 
V 22,643 24,612 
Olivol VI 19,756 20,932 
vermehrt 1,573 
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5)  Eiweissphosphor. 

Der Eiweissphosphor sowohl im ganzen Blut wie auch im Blut- 
plasma zeigt bei den Kaninchen, denen die Injektion des Chaul- 
moogradls gegeben worden ist, die Neigung zur Vermehrung, 
dagegen bei denen, die die Injektion des Olivéls bekommen haben, 
die Neigung zur Verminderung. 


TABELLE VI. 


Vollblut Blutplasma 
venose Kaninchen 
Injektion Nr. vor Injekt. | nach Injekt.] vor Injekt, | nach Injekt. 
mg7 mg mgY mg% 
I 54,725 | 61,241 7,088 10,608 
II 54,292 64,991 4,215 7,922 
Chaulmoogradél TT 82,964 118,921 4,757 6,005 
IV 50,021 67,385 74507 7,181 
vermehrt 17,964 vermehrt 2,050 
iV 88,303 73,242 6,744 6,744 
Olivol VI 97,536 75,592 6,243 35600 
vermindert 18,502 vermindert 1,321 
ScHLUSSs 


Wenn man den Kaninechen das Chaulmoograél in der fiir den 
Menschenkorper angewandten Dosis taglich einmal zehn Tage lang 
fortgesetzt injiziert, so wirkt es auf die im Blut enthaltenen Phos- 
phorverbindungen anders als das Olivél ein. Es lasst sich nimlich 
einerseits die Neigung zur Verminderung von anorganischem und 
Ester-Phosphor, andererseits die Neigung zur Vermehrung von 
Lipoid- und Eiweiss-Phosphor bestiatigen. | 

Diese Untersuchung wurde mittels finanzieller Unterstiitzung 
vom Japanischen Unterrichtsministerium fiir wissenschaftliche 
Forschung ausgefiihrt. 
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UBER DAS SCHICKSAL DER TRIOXY-BUFOSTERO- 
CHOLENSAURE IM MEERSCHWEINCHEN- 
ORGANISMUS. 


Von 


KANZI IWAKI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultét Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24, November 1941) 


Durch Untersuchung verschiedener Gallen im hiesigen Institut 
wurden verschiedene kohlenstoffreichere Gallenséuren (Cog, Coz, 
Cos) und Steroide (Coz, Cog) aufgefunden, die als Zwischenstufe 
‘za gewohnlichen Gallenséitren, die in ihrem Molekiil 24 Atome 
Kohlenstoff enthalten, betrachtet werden konnten, wie z. B. Trioxy- 
bufosterocholensdure CogsH4g05 (Shimizu u. Oda 1934), Trioxy- 
isosterocholenséure CogsH4yg0; (Shimizu u. Kazuno 1936) aus 
Krotengalle, Tetraoxy-norsterocholansiure Co;H4.0g, (Ohta 1939) 
aus der ,,Gigi“-Fischgalle, Trioxy-bisnor-sterocholansdiure CogH4405 
(Kazuno u. Kurauti 1940; Mabuti 1941) aus der Galle von 
Rana Catesbina Shaw und Tetraoxy-norbufostan Co7H4sO4 
(Makino 1933), Pentaoxy-bufostan CosH;00; (Kazuno 1940) 
aus der Krotengalle, a-Seymnol Cs;HyO0; (Hammarsten 1898; 
Asikari 1939) aus der ,,Hai u. Akaei‘‘-Fischgalle. 

Wenn man in Betracht zieht, dass die chemische Konstitution 
dieser kohlenstoffreicheren Gallensiuren und Steroide derjenigen 
der Sterine, wie z. B. Dehydrocholesterin Co7H4,O0 oder Ergosterin 
CosH440 nahesteht, welch letztere nach Kimura (1938) durch 
ihre Zufuhr die Gallensiureausscheidung in der Galle der Kroten 
in der Tat vermehren konnte, so muss man die beiden Sterine als 
Muttersubstanz der gewohnlichen kohlenstoffarmeren Gallensiiuren 
annehmen. 

Was den Uebergangsmechanismus dieser Sterine in gewohn- 
liche Gallensiuren anbetrifft, so wurde von Kazuno (1940) u. 
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Mabuti (1941) nach der Idee von Shimizu genau daruber 
geschrieben. 

Obwohl die chemische Konstitution der verschiedenen kohlen- 
stoffreicheren Gallensiuren und der Steroide bereits festgestellt 
worden ist, wurde aber ihr Schicksal im Organismus noch nicht 
gepriift. Somit habe ich Trioxy-bufosterocholenséure C2sH4605 
den Meerschweinchen verabreicht und ihren Harn u. Galle unter- 
sucht, welch letztere nach Imai (1937) eigentlich weder Cholsaure 
noch Desoxycholséure enthalten sollte. In der Tat wurden nach 
der Mothode von Wieland u. Seibert (1939) aus der Galle von 
280 Meerschweinchen ausser Chenodesoxycholséure und 3-Oxy-7- 
ketocholansaure keine anderen Gallensdéuren gewonnen, wie Imai 
(1937) bei seinem Versuch bewiesen hat. 

Aus 12,14 Liter Harn von 259 Meerschweinchen, denen ins- 
gesamt 23,2¢ Trioxy-bufosterocholensdure verabreicht wurden, 
wurden Cholsaure und Desoxycholséure rein erhalten, wahrend 
aus der Galle (210 ccm) ausser eigentlicher Chenodesoxycholséure 
und 3-Oxy-7-ketocholanséure nur unveranderte urspriingliche 
Trioxy-bufosterocholensaure erhalten wurde. 

Diese Tatsache zeigt, dass die verabreichte Trioxy-bufostero- 
cholenséure im Meerschweinchenorganismus erst in Cholsdéure, dann 
unter Oxydoreduktion weiter héchstwahrscheinlich tiber Redukto- 
dehydrocholsaure (Okasaki 1941) in Desoxycholsdure iibergehen 
diirfte und zwar in der Weise, dass die Trioxy-bufosterocholensaure 
(1) erst unter Aufnahme von Wasserstoff in Trioxy-bufostero- 
cholansaure (II) hydriert und ihre Seitenkette unter sogenannter 
Glykoloxydation (III u. IV) nach Shimizu u. Kazuno (1940) 
und weiter unter folgender $-Oxydation (V) abgekiirzt wird, um 
in Cholsaure (VI) verwandelt zu werden, was dadurch unterstiitzt 
wird, dass in der Krotengalle ein Glykol, Pentaoxy-bufostan 
CosHs 90; vorkommt. 

Dieses Pentaoxy-bufostan wird experimentell durch Oxydation 
unter Pinacolinumlagerung in Cholséure verwandelt, wie Kazuno 
(1940) in semem Versuch nachgewiesen hat. 

Auf diese Weise wurde die Cholsiure im Harn von Meer- 
schweinchen aufgefunden. Die im Harn ausgeschiedene Desoxy- 
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cholsiure diirfte aus Cholséure tiber Reduktodehydrocholsaure 
(Okasaki 1941) weiter tiber 3-Oxy-12-ketocholansaure in Desoxy- 
cholsiure reduziert werden. 

Diese Tatsache zeigt wohl, dass die Trioxy-bufosterocholen- 
siure (1) CsogH46O0;5, eine Zwischenstufe des Ergosterins zu einer 
Oxycholansaure ist. In der Tat konnte die Trioxy-bufosterocholen- 
siure (1) im Meerschweinchenorganismus in Cholsaure tibergehen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


23,2 ¢ Trioxy-bufosterocholensiure vom Schmelzpunkt 160° 
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wurden in berechneter Menge von N/10 Natronlaugelosung gelost 
und mit sterilisiertem destilliertem Wasser verdiinnt, bis die 
Lésung 1% davon enthielt. Von dieser Losung wurden den 
kriftigen gesunden Meerschweinchen vom Kéorpergewicht 400— 
600 2, die eine Woche lang mit einer bestimmten Nahrung (Okara 
u. Gemiise) gefiittert worden waren, 2ccm pro kg Kérpergewicht 
und pro Tage 10 Tage lang in die Bauchhohle einverleibt. 

Wihrend des Versuches wurde der Harn des Versuchstieres 
jeden Tag durch Katheterisierung gesammelt und betrug insgesamt 
12,14 Liter. Die zum Versuch gebrauchten Meerschweinchen 
betrugen 259. 2 Tage nach der letzten Injektion wurde die Gallen- 
blase jedes Versuchstieres herausgenommen und die Galle gesam- 
melt. Sie betrug insgesamt 210 ccm. 


Ly eGatle: 

Die gelblich klare, schwach alkalische Galle wurde durch 
Alkohol von Mucin und dann durch Adbampfen vom Alkohol : 
befreit. Diese Lisung wurde mit Ather einige Male wiederholt 
extrahiert und weiter unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsdure 
(gegen Kongorot) wieder mit Ather extrahiert. Die beiden Ather- 
ausziige wurden mit einer 10%igen Sodaldésung ausgezogen, diese 
Sodalésung unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt 
und die dabei niedergeschlagene gelblichweisse Fallung wieder in 
Ather aufgenommen. Der nach dem Verdampfen des Athers 
erhaltene Riickstand wurde nach dem Trocknen einige Male mit 
Petrolather digeriert, um' das Fett zu beseitigen, und wieder in 
trocknem Ather digeriert, um den Farbstoff zu entfernen. 

Diese Masse wurde vergebens aus allen organischen Liésungs- 
mitteln umzukrystallisieren versucht. Somit wurde die Substanz 
in Methanol mit atherischer Diazomethanlésung verestert. Der 
Ester wurde aus Methanol als prismatischen Nadeln erhalten. Der 
Schmelzpunkt war 172°. Der Krystall zeigt eine positive Ham- 
marsten-Yamasakische Reaktion und bei Liebermannscher Reaktion 
eine anfangs gelbe, dann kirschrote Farbe. Er zeigt mit reinem 
Trioxy-bufosterocholensduremethylester keine Schmelzpunktdepres- 
sion. 
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4,125 mg Subst.: 11,000 mg COs, 3,800 mg H:0O. 
C2 HisOs Ber. C 73,05 H 10,16 
Gein icnon nL Osoie 


Die verabreichte Trioxy-bufosterocholensiure wird also zum 
Teil unverindert in der Galle ausgeschieden. 


2) Der Harn. 


12,14 Liter des gesammelten gelbbraunen sehwach alkalischen 
Harns vom spezifischen Gewicht 1010-1028 wurden in Zimmer- 
temperatur mittelst elektrischen Fo6hns verdampft und im Exsik- 
kator gut getrocknet. Der schwarzbraune Riickstand von 185 ¢ 
wurde unter Erwarmung mit absolutem Alkohol auf dem Wasser- 
bade 5 mal extrahiert. Der Alkoholauszug wurde nach dem Ab- 
dampfen von Alkohol mit Wasser verdiinnt und weiter vom Alkohol 
verdampft. Die dabei erhaltene schwarzbraune Losung von 500 cem 
wurde mit 25 ¢ Kalilauge geldst und auf dem Wasserbade 3 Stun- 
den erhitzt. Dieses Hydrolysat wurde mit verdiinnter Salzsiiure 
ausgefallt und die dabei erhaltene schwarzbraune Fallung gut 
eetrocknet. Ausbeute betrug 22g. Diese Masse wurde mit Petrol- 
dither einige Male digeriert und dann mit getrocknetem Ather 
extrahiert. Huierbei wurde je eine atherlosliche und atherunlosliche 
Fraktion erhalten. 


a. Atherlésliche Fraktion. 

Aus dem Atherauszug wurde nach dem Abdampfen des Athers 
eine braune Masse erhalten, diese vollig getrocknet, erst in Petrol- 
ather, dann in getrocknetem Ather digeriert und diese Behandlung 
einige Male wiederholt, um das Fett und den Farbstoff vollig zu 
beseitigen. Dabei wurde ein gelbbraunes Pulver erhalten. 

Diese Substanz wurde in 20cem einer 5%igen Natrium- 
carbonatlésung gelést, unter Ansdiuerung mit verdiinnter Salzsaure 
mit Ather durchgeschiittelt und der Atherauszug nach dem 
Waschen mit Wasser mit Pottasche getrocknet. Nach dem Ver- 
dampfen des Athers wurde der Riickstand in 20 cem einer 2%igen 
Ammoniaklosung gelost, mit einer 5%igen Bariumchloridlésung 
ausgefallt und von der Fallung abfiltriert. 

Diese Bariumsalzfallung wurde mit einer 10%igen Natrium- 
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carbonatlosung umgekocht, von dem dabei ausgefallten Barium- 
carbonat abfiltriert und unter Anséiuerung mit verdiinnter Salz- 
siure in Ather aufgenommen. / Der Atherauszug wurde nach dem 
Waschen mit Wasser gut getrocknet und verdampft. Der Riick- 
stand wurde mit Petrolather behandelt. Die Substanz zeigt eine 
positive Benzaldehydreaktion der Desoxycholséure nach Kaziro 
u. Shimada (1938). Dann wurde sie in Hisessig gelost und die 
dabei durch Verdiinnen mit Wasser erzeugte Fallung aus ver- 
diinntem WHisessig umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom 
Schmelzpunkt 144-145°. Ausbeute 15mg. Sie zeigen mit reiner 
Essigcholeinséure keine Schmelzpunktdepression. 

Andrerseits wurde die Substanz in 80%iger Ameisensaure- 
lésung gelést und auf dem Wasserbade 5 Stunden lang erwarmt. 
Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser eingegossen, die dabei 
abgeschiedene Fallung mit Wasser gewaschen und getrocknet. Die 
Substanz wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Prismatische 
Nadeln vom Sehmelzpunkt 193°. Sie zeigen mit reiner Diformyl- 
desoxycholsaure keine Schmelzpunktdepression. 

3,860 mg Subst.: 9,840 mg COs, 3,040 mg H:0. 
C26 H 1006 Ber.. © 69,64" El 8.93: 
Get.) 45) °6952) 93, 82st 

Das von Bariumsalzfallung abgetrennte Filtrat wurde mit 
verdtnnter Salzsdure angesduert, die dabei ausgefallte gelbbraune 
Fallung wieder in 2%iger Ammoniaklésung gelést und unter 
Zusatz einer 10%igen Bariumehloridlésung ausgefallt und von der 
Fallung abfiltriert. Diese Fallung wurde als Desoxycholsaure- 
fraktion behandelt. Das Filtrat wurde unter Ansaéuerung mit 
verdiinnter Salzsiiure in Ather aufgenommen, der Atherauszug 
nach dem Waschen mit Wasser getrocknet und verdampft. Der 
Riickstand wurde erst in Petrolather, dann in getrocknetem Ather 
digeriert, um den Farbstoff zu entfernen. Diese Behandlung wurde 
einige Male wiederholt. 

Das dabei erhaltene gelblichweisse Pulver betrug 0,2 g. Dieses 
Pulver wurde in Methanol mit atherischer Diazomethanlosung 
verestert und der Hster aus Methanol umkrystallisiert. Lange 
Nadeln vom Schmelzpunkt 147°. Ausbeute 5,0mg. Diese wurde 
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mit einer 5% igen alkoholischen Kalilaugelésung 2 Stunden lang 
hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde nach dem Verdampfen des 
Alkohols rit Wasser verdiinnt und mit verdiinnter Salzsiure 
angesauert. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde getrocknet 
und in Ather aufgenommen. 

Der Atherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser 
getrocknet und im Zimmer verdunsten gelassen. Der dabei ab- 
geschiedene Krystall wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Oktaedri- 
scher Krystall vom Schmelzpunkt 198°. Er zeigt mit reiner Chol- 
saure keine Schmelzpunktdepression. 

b) Atherunldsliche Fraktion. 

Diese Fraktion wurde nach Vertreibung des Athers in 50 cem 
Alkohol gelést, mittelst Petrolathers einige Male geschiittelt, um 
das Fett zu entfernen, mit 2,5@ Natronlauge versetzt und eine 
Stunde lang auf dem Wasserbade hydrolysiert. Das Hydrolysat 
wurde nach dem Verdampfen des Alkohols unter Anséuerung mit 
verdiinnter Salzsiure mit Ather geschiittelt. Der Atherauszug 
wurde nach dem Waschen mit Wasser getrocknet und vom Ather 
abgedampft, wobei ein gelbbrauner Niederschlag auftrat. 

Dieser Niederschlag wurde nach dem Trocknen erst in Petrol- 
iither, dann mit wasserfreiem Ather digeriert. Diese Behandlung 
wurde einige Male wiederholt, um das Fett und den Farbstoff zu 
entfernen. Die gelbweisse Substanz wurde in Alkohol einige Tage 
stehen gelassen. Dabei schied sich ein oktaedrischer Krystall ab. 
Der Krystall zeigt eine positive Myliussche und Hammarstensche 
Reaktion und schmilzt bei 198°. Er zeigt mit reiner Cholsaure 
keine Schmelzpunktdepression. Ausbeute 5 mg. 

3,830 mg Subst.: 9,880 mg COs, 3,310 mg H20. 


CoH 100s Ber. C 70,53 H 9,87 
Geis ays O! ayn ,07 


3) Die Gallensiure aus der normalen Galle von Meerschweinchen. 


(Kontrollversuch). 


140 cem Galle aus 280 Gallenblasen von Meerschweinchen 
wurden durch Alkohol von Muein befreit, von Alkohol abgedampft 
und erst mit Petrolither, dann mit Ather durchgeschiittelt. Diese 
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Losung wurde mit Kalilaugelésung versetzt, bis die Losung 10% 
davon enthielt, und auf dem Sandbad 30 Stunden lang hydro- 
lysiert. Das Hydrolysat wurde unter Anséuerung mit verdunnter 
Salzsiure ausgedthert, wobei die sauren Substanzen in Ather auf- 
eenommen wurden. Der Atherauszug wurde nach dem Waschen 
mit Wasser gut getrocknet und verdampft. Der harzige Riick- 
stand wurde in Petrolaéther digeriert, um das Fett zu entfernen, 
in 100 cem Ather gelést und eine Woche lang stehen gelassen, wobei 
sich an der Wand des Gefiisses ein Krystall abschied. Der Krystall 
wurde aus Essigiither abermals umkrystallisiert. Schmelzpunkt 
202-203°. Keine Schmelzpunktdepression mit 3-Oxy-7-ketocholan- 
sdure. Ausbeute 0,1 ¢. 

2,285 mg Subst.: 6,220 mg COs, 2,020 mg H:0. 

Co1HssO1 Ber. SOG 730) BE or eil 
; Get. 5, 74,24  ., .9589; 

Die von 3-Oxy-7-ketocholansiure befreite Atherlosung wurde 
verdampft, wobei ein Ol zuriickblieb. Dieses Ol wurde in 200 cem 
Ather geloést und die Lésung mit 10 cem einer 15% igen Salzsiiure 
einige Male geschittelt. Diese Salzsdurelosung wurde im Vakuum 
eingeengt, aber hierbei keine Cholsiure aufgefunden, sondern nur 
ein nichtkrystallisiertes Ol gewonnen. Die von der Cholsiure- 
fraktion getrennte Atherlésung wurde mit einer 25% igen Salz- 
saurelosung geschiittelt. Diese Salzséurelosung wurde mit viel 
Wasser verdiinnt, die dabei abgeschiedene Fallung in Ather auf- 
genommen, der Atherauszug nach dem Waschen mit Wasser 
getrocknet und verdampft, wobei ein harziges Ol zuriickblieb. 

Dieses Ol wurde wieder in einer adequaten Menge Ather gelost 
und stehen gelassen. Dabei schied sich ein Krystall an der Wand 
des Gefasses ab. Dieser Krystall wurde abfiltriert und aus Essig- 
ather umkrystallisiert. Schmelzpunkt 202-203°. Mit reiner 3-Oxy- 
7-ketocholansaure keine Schmelzpunktdepression. Ausbeute 10 mg. 

Die durch 25%ige Salzsiure wiederholt von Oxyketosiure 
befreite Atherlésung wurde verdampft, der Riickstand in 2%iger 
Ammoniaklésung gelést und unter Zusatz einer 10%igen Barium- 
chloridlosung ausgefallt, wobei sich Bariumsalz krystallinisch 
abschied. Dieser Krystall wurde abfiltriert und aus Alkohol um- 
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krystallisiert. Dieses Bariumsalz wurde dureh Kochen mit 
Natriumcarbonatlésung in Natriumsalz verwandelt. Diese Natrium- 
salzlosung wurde unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsiiure aus- 
geiithert. Der Atherauszug wurde mit Wasser gewaschen, getrock- 
net und verdampft, wobei ein weisses Pulver erhalten wurde. Der 
Schmelzpunkt war 135°. Keine Schmelzpunktdepression mit reiner 
Chenodesoxycholsdure. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt sich 
eine violettrote Farbe. Ausbeute 0,3 g. 

Diese Substanz wurde in 5 cem reiner Ameisensdurelésung auf 
dem Wasserbade 6 Stunden lang erwirmt. Das Reaktionsgemisch 
wurde in eine grosse Menge von Wasser eingegossen. Die dabei 
abgeschiedene Fallung wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert, 
der Schmelzpunkt war 182-183°. Keine Schmelzpunktdepression 
mit reiner Diformylechenodesoxycholsaure. 

4,245 mg Subst.: 10,810 mg COs, 3,362 mg H:0. 
CxeH 1006 Ber. C 69,64 H 8,93 
Gets 5,.609,50) = 5.) 8550. 

Die Atherlésung, die dureh Schiitteln mit 10%iger oder 
25% iger Salzsiure von 3-Oxy-7-ketocholansiure und Chenodesoxy- 
cholsdure befreit wurde, wurde nach Waschen mit Wasser 
getrocknet und verdampft. 

Dabei wurde aber keine andere Gallensaure, sondern nur eine 
minimale Menge von O] erhalten. 

Zum Schluss moéchte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. T. 
Kazuno fiir seine freundliche Leitung und Unterstiitzung bei 
meiner Arbeit, und der japanischen Gesellschaft zur Forderung 
der wissenschaftlichen und industriellen Forschung ftir die zur 
Verfiigung gestellten Mitteln meiner herzlichen Dank aus- 


zasprechen. 
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UBER DAS SCHICKSAL DER TRIOXY-ISOSTERO- 
CHOLENSAURE IM KANINCHENORGANISMUS. 


VON 


KANZI IWAKI, 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultit Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24, November 1941) 


Beim Versuch (Iwaki 1941) mit Trioxy-bufosterocholensaiure 
wurde bereits festgestellt, dass im Meerschweinchenorganismus die 
verabreichte Trioxy-bufosterocholensdiure CogH4s0; erst in Chol- 
sdure CosH4 905, dann in Desoxycholséure verwandelt wird, was 
zeigt, dass die kohlenstoffreichere Gallensaéure eine Muttersubstanz 
der kohlenstoffirmeren gewohnlichen Gallensiure ist. Um dies 
festzustellen, wurden bereits verschiedene Versuche mit ver- 
schiedenen Tieren ausgefiihrt. Da die Cholsiure als ein erstes 
Abbauprodukt aus hodheren Gallenséuren betrachtet wird, so 
wurden als Versuchstiere zuerst Meerschweinchen ausgewahlt, da 
die Galle dieses Tieres nur 3-Oxy-7-ketocholansiure und Chenodes- 
oxycholsdure enthalt, soweit bis heute viele Autoren (Imai 1937 
u. [waki 1941) festgestellt haben. Die Galle des Meerschwein- 
chens muss eigentlich auch Cholsaéure enthalten, dessen Menge aber 
vielleicht so gering ist, dass man sie mit der gewohnlichen Methode 
kaum nachweisen konnte. 

Daher ist es nicht zweckentsprechend, fiir den Versuch 
Kaninchen zu benutzen, da nach Windaus u. Schoor (1928), 
Kishi (19386) u. Sekitoo (1931) die Kaninchengalle Cholsaure u. 
Desoxycholsiure und ihre Isomere enthalten kann, wahrend nach 
Okamura (1930) in der Fistelgalle des Kaninchens hauptsachlich 
Cholsiiure ausgeschieden wird. 

Doch habe ich das Kaninchen als Versuchstier gebraucht, um 
zu sehen, ob die verabreichte kohlenstoffreichere Gallensaure durch 
Abbau als andere Gallensiure im Harn ausgeschieden werden kann. 

Somit wurde hier die Trioxy-isosterocholensaure CosH 40; den 
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Kaninchen intravenés verabreicht und ihr Harn u. Galle untersucht 
und gefunden, dass die verabreichte Trioxy-isosterocholensaure 
zum Teil unverindert in der Galle vorgefunden wird. Im Harn 
wurde weder Cholsiiure u. Desoxycholsaure noch urspriingliche 
Gallensiure vorgefunden, sondern eine Aminosdure /(+)-Tyrosin 
gewonnen, was dadurech bedingt zu sein scheint, dass durch Zufuhr 
einer grosseren Menge der Gallensiure die Leber vergiftet worden 
war, wie Jacoby (1900) bei Phosphorvergiftung beobachtet hat. 

Die negative Ausscheidung der Cholsaure und Desoxychol- 
siure, die aus der verabreichten Trioxy-isosterocholensdaure im 
Kaninchenorganismus gebildet werden sollten, weist hochstwahr- 
scheinlich darauf hin, dass die gewéhnliche Gallensaure wohl im 
Organismus gut assimiliert und nicht im Harn ausgeschieden wird, 
da in der Kaninchengalle immer Cholséure und Desoxycholsaure 
vorkommen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


15,8¢ Trioxy-isosterocholenséure vom Schmelzpunkt 227° 
wurden in berechneter Menge der NV/10 Natronlauge (341,28 cem) 
gelost und mit sterilisiertem destilliertem Wasser verdiinnt, bis die 
Loésung 1% davon enthielt. 3cem dieser Losung pro ke wurden 
kraftigen, gesunden Kaninchen vom Korpergewicht 2,0-2,5 ke, die 
vor dem Versuch eine Woche lang mit einer bestimmten Nahrung 
(Okara u. Gemiise) gefitittert worden waren, taglich einmal intra- 
venos 10 Tage lang verabreicht. 2 Tage nach der letzten Injektion 
wurden die Kaninchen (30) getétet und ihre Gallenblasen heraus- 
genommen. Die gesammelte Galle betrug 70 cem und der wahrend 
der Injektion gesammelte Harn 16 Liter. Diese Galle und der 
Harn wurden in folgender Weise behandelt. 


1. Die Galle. 

70 ccm der dunkelgriinen klebrigen schwach sauren Galle 
wurden durch Alkohol von Mucin befreit, von Alkohol abgedampft 
und entweder als solehe oder unter Ansdiuerung mit verdiinnter 
Salzsiure mit Ather einige Male geschiittelt. 

Der vereinigte Atherauszug wurde mit einer 10%igen Natrium- 
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carbonatlésung geschiittelt, diese Sodalésung unter Anséuerung mit 
verdinnter Salzsiure ausgefallt und die Fallung getrocknet. Diese 
Masse wurde wieder in Ather aufgenommen, der Atherauszug nach 
dem Waschen mit Wasser gut getrocknet und verdampft. Der 
getrocknete Riickstand wurde einige Male in Petrolither digeriert 
und wieder in Ather gelost. Beim Verdunsten der Atherlésung 
schied sich ein weisser Krystall ab. 

Der Krystall wurde aus Methanol umkrystallisiert. Pris- 
matische Nadeln vom Schmelzpunkt 227°. Diese zeigen eine 
positive Hammarsten-Yamasakische Reaktion. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Trioxy-isosterocholensiure. Ausbeute 
0,5 2. 

3,67, 3,68 mg Subst.: 9,215, 9,781 mg COs, 3,335, 3,285 mg HO. 
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2. Der Harn. 


16 Liter des schwarzbraunen schwach alkalischen Harns vom 
spez. Gewicht 1018-1028 wurden in Zimmertemperatur mit elek- 
trischem F6hn verdampft und im Exsikkator vollig getrocknet. 
Dabei wurde ein schwarzbrauner Riickstand von 577 g erhalten. 

Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol unter 6 stiindiger 
Erwarmung auf dem Wasserbad 5 mal extrahiert. Der Alkohol- 
auszug wurde verdampft, unter Wasserzusatz weiter der Alkohol 
abgedampft und die dabei erhaltene schwarzbraune Losung unter 
Ansiiuerung mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather 4 mal durch- 
geschiittelt. Die Lésung wurde mit Sodalésung neutralisiert und 
unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsiure wieder mit Ather 
ausgeschiittelt. Die beiden Atherausziige wurden mit einer 5%igen 
Sodalésung ausgeschiittelt und in je eine Sodaldsungsfraktion und 
eine Atherlésungsfraktion getrennt. 

a. Sodalésungsfraktion. 

Die Sodalésung wurde mit verdiinnter Salzsaure angesauert, 
die dabei entstandene Fallung mit Ather ausgezogen, der Ather- 
auszug mit Wasser gewaschen, mit Pottasche getrocknet und 


verdampft. 
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Die schwarzbraune klebrige Masse wurde in Petrolather 
abermals digeriert, weiter mit Ather behandelt und der Ather- 
auszug nach dem Verdampfen wieder in Petrolather digeriert. 
Diese Behandlung wurde einige Male wiederholt, um das Fett und 
den Farbstoff zu entfernen. Doch war die Substanz so schmutzig 
braun und so schmierig, dass man sie nicht in Krystallform bringen 
kounte. Somit wurde die Substanz in 2%igem Ammoniak gelost, 
unter Zusatz einer 10%igen Bariumchloridlosung ausgefallt und 
nach einer Nacht abfiltriert. 

(i) Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsaure angesauert, 
die dabei abgeschiedene Fallung in Ather aufgenommen, der Ather- 
auszug mit Wasser gewaschen, mit Pottasche getrocknet und ver- 
dampft. Der Riickstand wurde in Petrolaither digeriert, der rot- 
braune Riickstand gut getrocknet und wieder mit Ather ausgezogen. 

Dieser Atherauszug wurde mit einer 20%igen Sodalésung aus- 
geschiittelt. Diese Sodalésung wurde eingeengt und _ stehen 
gvelassen. Doch schied sich kein Krystall ab. Somit wurde die 
Sodaldsung unter Anséuerung mit verdiinnter Salzsaure in Ather 
aufgenommen und in Petrolather digeriert. Diese Behandlung 
wurde abermals wiederholt. Die dabei zuriickgebliebene gelblich 
weisse Masse wurde aus verschiedenen Losungsmitteln vergebens 
umzukrystallisieren versucht. Daher habe ich die Masse in 
Aceton gelost und unter Zusatz einer gleichen Menge Benzol dureh 
eine Saule von Aluminiumoxyd nach Brockmann einlaufen lassen. 
Die Saéule wurde in einen oberen und unteren Teil getrennt und 
jeder mit absolutem Alkohol abermals extrahiert. Der Alkohol- 
extrakt wurde eingeenet, der Alkohol abgedampft und die dabei 
zuriickgebliebene Masse mit verschiedenen Mitteln umkrystallisiert. 
Doch wurde kein Krystall gewonnen. Das durch die Saure einge- 
laufene Filtrat wurde zum Trocknen eingeengt und in Essigather 
stehen gelassen. Der dabei abgeschiedene Krystall wurde aus 
Methanol-Wasser abermals umkrystallisiert. Glanzende biischel- 
formige Nadeln vom Schmelzpunkt 290°. Sie zeigen Hofmannsche 
Reaktion und sind stickstoffhaltig. Mit reinem /-Tyrosin keine 
Schmelzpunktdepression. Ausbeute 5 mg. 

(ii) Bariumsalzfallung. Die Fallung wurde mit 5%iger 
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Sodalosung auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwarmt, die vom 
Bariumearbonat abfiltrierte Lésung unter Ansiuerung mit ver- 
dtmnter Salzsdure ausgefillt, die Fallung in Ather aufgenommen 
und nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen verdampft. Der 
Rickstand wurde in Petrolither digeriert. Die dabei zuriickge- 
bliebene gelblich weisse klebrige Masse wurde vergebens mit allen 
Losungsmitteln umzukrystallisieren versucht. 
b. Atherlésungsfraktion. 


Die Atherlésung wurde nach dem Waschen mit Wasser und 
Trocknen mit Pottasche verdampft und in Petrolather digeriert. 
Dabei wurde 15g einer rotbraunen Masse erhalten. Diese wurde 
mit 5%iger alkoholischer Kalilauge auf dem Wasserbade 3 Stunden 
hydrolysiert. Von abfiltrierten Hydrolysat wurde unter Zusatz 
eines gleichen Volumens Wasser vom Alkohol abgedampft, mit 
verdiinnter Salzsiure ausgefillt und in Ather aufgenommen. Der 
Atherauszug wurde mit 10%iger Sodalésung extrahiert. 

Die Sodalosung wurde unter Ansiuerung mit verdtinnter Salz- 
sdure ausgefallt, wobei eine milchige Triibunge entstand. Diese 
Lésung wurde mit Ather ausgeschiittelt, der Atherauszug nach dem 
Waschen mit Wasser und Trocknen mit Pottasche verdampft und 
der Riickstand nach Digerieren mit Petrolather aus allen moglichen 
organischen Losungsmitteln umzukrystallisieren versucht. Dabei 
wurde nur eine gelblich weisse schmierige Masse erhalten. 
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UBER DIE ALLIGATORSCHILDKROTENGALLE (III). 


Uber die chemische Konstitution des Trioxy-sterocholan- 
saurelaktons. 


Von 


TUTOMU KANEMITU, 


(Aus dem Biochemischen Institut Med. Fakultét Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1941) 


Vor einigen Jahren haben Yamasaki u. Yuuki (1936) ein 
Lakton aus der Galle von Alligatorschildkréten isoliert und als 
Trioxy-sterocholanséurelakton bezeichnet. Das Lakton soll die 
Zusammensetzung Co7H440O; bzw. CogH4g0; haben, bei 208°. schmel- 
zen und durch Hydrolyse mit Alkalilauge zu einer Saéure vom 
Schmelzpunkt 140° aufgespalten und dureh Erhitzen mit einer 
kleinen Menge von Losungsmitteln in das urspriingliche Lakton 
zurickverwandelt werden. Das Lakton enthalt drei sekundire 
Alkoholgruppen und soll in einer nahen Beziehung zur Trioxy- 
bufosterocholenséure nach Shimizu u. Oda (19384) stehen. Es 
wird also ebenfalls als eine Zwischenstufe zwischen dem Sterin und 
der Gallensiure von 24 Kohlenstoffatomen betrachtet. Ich habe 
das Thema wieder aufgenommen, um die Konstitution des Laktons 
festzustellen. 

Das aus der Galle von Alligatorschildkroten nach Yamasaki 
u. Yuuki (1936) hergestellte Lakton vom Schmelzpunkt 208° 
wurde durch Erwarmen in N/2 Natronlauge gelést und aus dieser 
Lésung durch Anséuern mit Mineralsdiuren eine Saure, Tetraoxy- 
sterocholansiure, vom Schmelzpunkt 149-150° erhalten, die durch 
Erhitzen in Ameisensiurelésung oder beim Stehen in einer 
Kameleonlosung leicht in urspriitungliches Lakton vom Schmelz- 
punkt 208° zuriickverwandelt wird. 

Dieses Lakton vom Schmelzpunkt 208° oder Tetraoxy-stero- 
cholansiuremethylester vom Schmelzpunkt 156-157° wird durch 
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Erwirmen in Ameisensiurelésung in Trioxy-sterocholansaure- 
laktontriformiat verwandelt, weleches durch Hydrolyse mit einer 
10% igen Kalilaugelésung Tetraoxy-sterocholansaure hefert. Diese 
Siure gibt auch beim Behandeln mit Ameisensiure dasselbe Formiat, 
was zeigt, dass bei der Bildung des Triformiats aus Tetraoxy-stero- 
cholansiuremethylester erst das Methanol durch Ameisensaure 
abgespalten, dann freie Tetraoxy-sterocholanséure in ihr Lakton- 
triformiat verwandelt wird. 

Bei der Oxydation mit Chromsaure lefert die Tetraoxy-stero- 
cholansiure gleiche Mengen des Triketolaktons vom Schmelzpunkt 
316° und der Tetraketosterocholansiure vom Sechmelzpunkt 214— 
215°. Das Triketolakton wird weiter durch Oxydation mit Chrom- 
sdure in Tetraketo-sterocholansiure vom Schmelzpunkt 214—215° 
verwandelt und das erstere Lakton und die letztere Saure liefern 
Trioxim, was zeigt, dass das Lakton drei sekundare Alkohol- 
eruppen im Kern des Sterocholansaureskelettes und eine in der 
Seitenkette der Sterocholanséure hat. 

Tetraoxy-sterocholansauremethylester liefert bei der Oxyda- 
tion mit Chromsaure einen Tetraketoester vom Schmelzpunkt 151— 
152°, welcher aber ein Trioxim und durch Hydrolyse mit N/2 
NaOH Tetraketoséure vom Schmelzpunkt 214-215° liefert. Diese 
Séure ist identisch mit der durch Oxydation mit Chromsaure aus 
Tetraoxy-sterocholansiure gewonnenen. Diese obenerwahnten 
Daten werden in Figur 1 verzeichnet. 

Weder beim Erwarmen ihrer Hisessiglésung mit Salzsaure 
noch beim Erwarmen ihrer 10%igen Natriumearbonatlosung und 
ihrer Ameisensiureldsung wurde aber die Umlagerung der 
Tetraketo-sterocholanséure (II) beobachtet, wie es bei der a-De- 
hydro-hyodesoxycholséure (Windaus 1923) der Fall war. 

Dies zeigt, dass das Lakton (I) vom Schmelzpunkt 208° keine 
sekundire Alkoholgruppe in der Stellung an Cg, des Laktonmolekiils 
hat. Bei langem Erhitzen der Tetraketo-sterocholansdure (II) in 
konzentrierter Alkalilésung wurde aber eine isomere Tetraketosiure 
vom Schmelzpunkt 111-113° erhalten, die als Iso-tetraketo-stero- 
cholansaure (IV) bezeichnet wurde. Diese Isomerisierung der 
Tetraketosaure diirfte hochstwahrscheinlich auf der durch Enolisie- 
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rung mit Alkali bedingten Waldenschen Umlagerung am Co der 
Seitenkette beruhen, wie Wieland, Schlichting u. Jacobi 
(1926) bei der Umlagerung der a-Bisnor-cholansdure mit Alkali 
in ihre 6-Siure beobachtet haben, was sich aus Figur 2 ersehen 
lasst. 

Aus dem Triketolakton vom Schmelzpunkt 316° (III) wurde 
durch Hydrolyse mit Alkali eine Monoxy-triketo-sterocholansaure 
(V) vom Schmelzpunkt 307-308° gewonnen, aus deren Methylester 
(VI) durch Oxydation mit Chromsaure ein Tetraketo-sterocholan- 
siiuremethylester (VII) gewonnen wurde, welcher sowohl mit devi 
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aus urspriinglichem Lakton vom Schmelzpunkt 208° erst durch 
Oxydation mit Chromsaure, dann durch Veresterung gewonnenen 
Tetraketo-sterocholansdure (II) methylester als auch mit dem Ester 
identisch ist, der aus der Tetraoxy-sterocholansaure erst durch 
Veresterung mit Diazomethan, dann durch Oxydation mit Chrom- 
sdure gewonnen wurde, wie sich aus Figur 1 ersehen lasst. 

Diese auf verschiedenem Wege hergestellten Tetraketosaure- 
ester liefern nicht Tetraoxim sondern immer Trioxim, was hochst- 
wahrscheinlich dadurch bedingt zu sein scheint, dass bei der Oxim- 
bildung aus Tetraketo-sterocholansiuremethylester erst Ketolakton 
und dann aus diesem Trioxim gebildet wird. 

Die Tetraketo-sterocholansaure (Il) vom Schmelzpunkt 214— 
215° und das Triketo-sterocholansiurelakton (IIL) vom Schmelz- 
punkt 316° wurden nach Clemmensenscher Methode reduziert, aber 
aus dem Reaktionsgut kein krystallisierter Korper erhalten. Die 
Tetraketosdure (II) und das Triketolakton (III) wurden unter 
gleichen Bedingungen mit Platinoxyd nach Adams und Wasser- 
stoff reduziert, wobei ihre Ketogruppen unter Aufnahme von je 
vier und drei Atomen Wasserstoff reduziert wurden. Dabei 
wurden ebenfalls keine krystallisierten Reduktionsprodukte er- 
halten. 

Aus den obenerwahnten experimentellen Daten scheint das 
Lakton vom Schmelzpunkt 208° (I) nicht ein y-Lakton sondern ein 
6-Lakton zu sein, welches sicherlich vier sekundire Alkoholgruppen 
im Molekiil hat und zwar die drei im Kern und die eine in der 
Seitenkette des Laktonmolekiils, woriiber naher in der folgenden 
Mitteilung gesprochen wird. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
I. Trioxy-sterocholansiurelakton. 


Ca. 5 Liter Galle von Alligatorschildkréten wurden durch 
Alkohol von Mucin befreit und auf dem Wasserbade der Alkohol 
abgedampft. In dieser Lésung wurden 500 ¢ Kalilauge vorsichtig 
eelést, bis die Lésung etwa 10% davon enthielt und auf dem Sand- 
bade 50 Stunden lang erhitzt. 

Das Hydrolysat wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Salz- 
siure mit Chloroform fiinfmal extrahiert. Dieser Chloroform- 
extrakt wurde mit einer 10%igen Sodalésung ausgeschiittelt, um 
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die Siure zu entfernen, mit Wasser gewaschen, mit Pottasche ent- 
wassert und von Chloroform abdestilliert, wobei ein harzartiger 
Riickstand zuriickblieb. 

Diese Masse wurde in Petrolather digeriert, um das Fett zu 
entfernen, wodurch ein roher Krystall entstand. Der abgesaugte 
Krystall wurde aus Essigather oder aus Aceton umkrystallisiert. 
Tafeln vom Schmelzpunkt 208°. Ausbeute 60g. 

Der Krystall ist in Alkohol, Methanol u. Chloroform leicht, in | 
Essigiither, Aceton u. Hisessig schwer léslich und in Petrolather 
u. Wasser unloslich. 

Dieser Krystall ist erst beim Erwarmen in Sodalosung oder 
Natronlauge léslch. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt er an-* 
fangs gelbe, dann gelblichrote und endlich kirschrote Farbe und 
eine positive Hammarstensche Reaktion. 

3,120 mg Subst.: 8,290 mg COs, 2,796 mg H20. 
CosH 460s Ber. C 72,66 H 10,00 
Gef. ,, 72,46 ,, 10,03 
Triformiate. 

0,1 g Lakton vom Schmelzpunkt 208° wurde in 3 ccm reiner 
Ameisensaurelosung gelost und auf dem Wasserbade 5 Stunden 
lang erhitzt, das Reaktionsgemisch in eine grosse Menge von 
Wasser eingegossen, die dabei abgeschiedene Fallung abgesaugt 
und mit Wasser gewaschen. Die Fallung wurde getrocknet und 


aus Methanol mehrmals umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelz- 
punkt 231-232°. 


4,250 mg Subst.: 10,581 mg COs, 3,171 mg HO. 
Car Has Ber. C 68,09 H 8,49 
Gets) 01,90 ee GsoDs 


II. Tetraoxy-sterocholansdure auf verschiedenem 
Wege aus Lakton. 


(1) 1g Trioxy-sterocholansiurelakton wurde in 5 ccm einer 
N/10 Natronlaugelosung gelést, unter Anséuerung mit verdiinnter 
Kssigsaure ausgefallt, die Fallung abgesaugt und mit Wasser gut 
gewaschen. Diese Fallung wurde nach dem Trocknen aus Aceton- 
Wasser umkrystallisiert. Rautenférmige Tafeln vom Schmelzpunkt ° 
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149-150° (nach Yamasaki u. Suganami 1942 Fp. 140°). Aus- 
beute 0,6¢@. Bei Liebermannscher Reaktion' zeigt der Krystall 
anfangs eine orangerote, endlich kirschrote Farbe. 


3,610, 3,720 mg Subst.: 8,440, 8,687 mg COs, 3,190, 3,395 mg H.O. 
Cos HusO6'2 3 H2O Ber. (G, 63,95 H 10,10 
Gets 63) 769 On,00 ee) 69,89 niko 2 1r 


(2) OJ g¢ Lakton vom Schmelzpunkt 208° wurde in 15 eem 
emer N/10 Natronlaugelésung durch Erwiirmen gelést, die durch 
Ansduerung mit einer 10%igen Salzsiiurelésung abeeschiedene 
Fallung abgesaugt und in Hssigester gelést. Diese Essigesterlésung 
wurde mit einer Sodalésung ausgeschiittelt und in je eine Soda- 
losung und Hssigesterldsung getrennt. 

Aus der Sodalésunge wurde durch Ansiuern mit verdiimnter 
Kssigséurelésung ausgefallt, die abgesaugte Fallung nach dem 
Waschen mit Wasser getrocknet und aus Aceton-Wasser umkrystal- 
lisiert. Dabei wurden ebenfalls rautenformige Tafeln vom Schmelz- 
punkt 149-150° in einer Ausbeute 0,03 ¢ erhalten. Bei Liebermann- 
scher Reaktion zeigte der Krystall eine anfangs orangerote, dann 
kirschrote Farbe. 

Keine Schmelzpunktdepression mit reiner Tetraoxy-stero- 
cholanséure, die durch Loésen des Laktons in Natronlauge und 
durch Anséuern mit HEssigsaure erhalten wurde. 

Die Essigesterfraktion wurde mit Wasser gewaschen, nach der 
Entwasserunge eingeengt, die dabei abgeschiedene Fallung ab- 
gesaugt und aus Hssigester umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelz- 
punkt 208°. Ausbeute 0,025¢. Keine Schmelzpunktdepression 
mit dem urspriinglichen Lakton. 

- (8) OJ g Lakton vom Schmelzpunkt 208° wurde. durch 
Erwirmen in 15cem einer N/10 Natronlauge gelost, die durch 
Ansiuerung mit einer 10% igen Schwefelsiurelésung abgeschiedene 
Fallung abgesaugt und in Essigester gelost. Die Essigesterlosung 
wurde mit einer Sodalésung geschiittelt und in je eine Sodalosungs- 
und Essigesterfraktion getrennt. Aus der Sodaldsung wurde 
Tetraoxy-sterocholansiure und aus der Hssigesterfraktion ur- 
spriingliches Lakton in genau gleicher Weise wie vorher gewon- 
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nen. Die Ausbeute betrigt 0,03¢ bei Tetraoxy-sterocholansiure 
und 0,025 g bei Trioxy-sterocholansaurelakton. 


OXYDATION DER TETRAOXY-STEROCHOLANSAURE. 


I. mit Kaliumpermanganat. 


2¢ Tetraoxy-sterocholansiuremethylester vom Schmelzpunkt 
156-157° wurden in 20 cem Aceton gelést, mit 30 cem einer 3%igen 
Kameleonlésung 20 Tage lang allmahlich tropfenweise versetzt, bis 
die Lésung beim Stehen nicht mehr entfarbte, und weiter 5 Tage 
lang stehen gelassen. Vom Reaktionsgemisch wurde unter Zusatz 
von Natriumhyposulfitlédsung auf dem Wasserbade das Aceton ab- 
gedampft und nach weiterem Zusatz einer Natriumhyposulfitlosung 
durch Ansaéuerung mit verdtinnter Salzsdure gefallt. Die milchig 
getriibte, durch Manganoxyd und Schwefel schwarzbraun gefarbte 
Lésung wurde mit Chloroform mehrmals geschiittelt. Dieser 
Chloroformextrakt wurde mit einer 10% igen Sodaldsung extrahiert 
und in je eine Sodalosungsfraktion und Chloroformextrakt-Fraktion 
getrennt. 

Die Sodalédsung wurde mit verdiinnter Salzséure ausgefallt, 
die Fallung abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Ausbeute 0,5 g. 
Die getrocknete Masse wurde aus Essigester, Aceton, Methanol oder 
Alkohol umzukrystallisieren versucht, wobei aber kein Krystall 
erhalten wurde. Daher wurde die Masse in 30cem Aceton oder 
Benzol gelost und die Lésung dureh eine Saule Aluminiumoxyd 
(1,68 em) nach Brockmann einlaufen gelassen. Aus dem Filtrat 
wurde beim Hinengen eine Krystallmasse erhalten. Dieser Krystall 
wurde aus Essigester umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelzpunkt 
208°. Ausbeute 0,2 g. 

Der Chloroformextrakt wurde nach dem Waschen mit Wasser 
gut entwassert und abdestilliert. Die dabei zuriickgebliebene Masse 
wurde aus Essigester umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelzpunkt 
208°. <Ausbeute 0,8g. Die beiden Krystalle zeigen bei der Misch- 
probe keine Schmelzpunktdepression mit dem urspriinglichen 
Lakton vom Schmelzpunkt 208°. Aus dem Reaktionsgemisch durch 
Kameleonlosung wurden leider keine Oxydationsprodukte aufgefun- 
den. 
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IT. mit Chromséure. 

0,6 ¢ 'Tetraoxy-sterocholansiure vom Schmelzpunkt 149-150° 
wurde in 20 cem Hisessig gelost, mit 6 cem einer 10%igen Chrom- 
sdure-Hisessiglésung allmahlich tropfenweise versetzt und 30 
Minuten lang stehen gelassen. Die durch EHingiessen der Reak- 
tionslosung ins Wasser abgeschiedene abgesaugte Fallung wurde 
in Chloroform gelést, mit einer 10% igen Sodalésung geschiittelt 
und in zwei Fraktionen von Sodalésung und Chloroformextrakt 
getrennt. : 

Von der Sodalésung wurde auf dem Wasserbade das Chloro- 
form abgedampft, mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt, die dabei 
abgeschiedene Fallung abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 
getrocknet. Diese Fallung wurde aus Aceton-Wasser umkrystal- 
lisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 214-215°. Ausbeute 0,15 ¢. 
Der Krystall zeigt eine positive Jaffesche Reaktion und bei Lieber- 
mannscher Reaktion eine kirschrote Farbe. Vom Chloroform- 
extrakt wurde nach dem Waschen mit Wasser und Wasserent- 
ziehung mit Pottasche das Chloroform abdestilliert und der Riick- 
stand aus Aceton umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 316°. Ausbeute 0,1 ¢. 

Aus der Sodalosung wurde Tetraketo-sterocholansaure und 
aus dem Chloroformextrakt Triketo-sterocholansdurelakton erhal- 
ten, was weiter unten genau besprochen wird. 


Tetraoxy-sterocholansduremethylester. 

0,1 g Tetraoxy-sterocholansiure wurde in Methanol mit atheri- 
scher Diazomethanlésung verestert. Der beim Hinengen der Reak- 
tionslésung abgeschiedene Krystall wurde aus Methanol-Wasser 
umkrystallisiert. Der Krystall sintert bei 131°, schmilzt bei 156- 
157° und krystallisiert in Nadeln. 

3,745, 3,875 mg Subst.: 9,360, 9,715 mg COs, 3,310, 3,485 mg H20. 


Co Hso06CH30 Ber. C 68,39 H 10,34 
Gef. ,, 68,16, 68,38 ,, 9,89, 10,04. 


Tetraketo-sterocholansiuremethylester. 


0,8g Tetraoxy-sterocholansduremethy lester wurde in 10 ccm 
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Hisessig gelést, mit einer Chromeisessiglésung (0,8 g¢ Chromsaure 
in 1cem Wasser u. 10 cem Hisessig) tropfenweise versetzt und 30 
Minuten lang stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde mit 
einer grésseren Menge von Wasser verestzt, die dabei abgeschiedene 
Krystallmasse abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

Diese Masse wurde aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. 
Schuppen vom Schmelzpunkt 151-152°. Ausbeute 0,3¢. Bei 
Liebermannscher Reaktion zeigt der Krystall eine karminrote 
Farbe. 

3,835, 3,030 mg Subst.: 9,895, 7,843 mg COs, 3,000, 2,270mg H:0. 


Cx) Hy2053 H20 Ber. C 70,26 H 8,75 
Geiy 55 910,509 0,00 eyes Ogos oor 


Tetraketo-sterocholansaure. 


0,15¢ Tetraketo-sterocholanséuremethylester vom Schmelz- 
punkt 151-152° wurde in 5 cem absolutem Alkohol gelost, mit einer 
gleichen Menge von N-Natronlauge versetzt und auf dem Wasser- 
bade eine Stunde lang erwarmt, wobei die Losung eine Teefarbe 
mit Floureszenz zeigt. 

Die Reaktionslésung wurde mit verdiinnter Salzséure an- 
gesiuert, die dabei abgeschiedene Fallung abgesaugt, mit Wasser 
gewaschen und getrocknet. Diese Masse wurde aus Aceton-Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Prismen vom Sechmelzpunkt 214-215°. 
Ausbeute 0,6 g. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt der Krystall 
eine kirschrote Farbe. Keine Schmelzpunktdepression mit der 
durch Oxydation mit Chromsiure aus dem urspriinglichen Lakton 
gewonnenen Tetraketo-sterocholanséure. 


Spec. Drehung: 0,0697 g Subst. in 5cem Aceton, 7=1 dm, 
a=—0,11 [a]28°— —7,88°. 


Tetraketo-sterocholansaurelakton-trioxim. 


0,1 g Tetraketo-sterocholansiuremethylester vom Schmelzpunkt 
151-152° wurde in 10cem Alkohol gelést, mit 0,1g¢ Hydroxyl- 
aminchlorhydrat und 0,2 ¢ Natriumacetat in Alkohol versetzt und 
auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erhitzt. Die beim EHinengen 
der Losung abgeschiedene Krystallmasse wurde aus Alkohol-Wasser 
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unkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 218°. 


4,240 mg Subst.: 0,325 cem N (27°, 764 mm) 
CxsH1O5Ns Ber. N 8,42 Gef. N 8,77. 


Trioxy-sterocholanséurelakton-trifomiat. 

0,1 g Tetraoxy-sterocholansiuremethylester vom Schmelzpunkt 
156-157° wurde in 3cem reiner Ameisensiure gelost, auf dem 
Wasserbade 5 Stunden lang erhitzt und mit einer grossen Menge 
von Wasser yersetzt. Die dabei ausgefallten Niederschlige wurden 
abgesaugt, mit Wasser gut gewaschen und getrocknet. Der Nieder- 
sehlag wurde aus Methanol abermals umkrystallisiert. Nadeln vom 
Schmelzpunkt 231-232°. Keine Schmelzpunktdepression mit dem 
aus Trioxy-sterocholansaiurelakton gewonnenen Triformiat. 0,1 ¢ 
dieses Triformiats wurde in kleiner Menge von Methanol geldst, 
mit 10 cem einer 10% igen Kalilauge versetzt und auf dem Wasser- 
bade 2 Stunden lang erhitzt. Diese Reaktionslésung wurde durch 
Ansauerung mit verdiinnter Hssigsiure gefallt, die Fallung ab- 
gesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Diese Fallung 
wurde aus Aceton-Wasser abermals umkrystallisiert. Rauten- 
formige Tafeln vom Schmelzpunkt 149-150°. Keine Schmelzpunkt- 
depression mit der aus Trioxy-sterocholansaurelakton vom Schmelz- 
punkt 208° gewonnenen Tetraoxy-sterocholansaure. 


OXYDATIONSPRODURKTE DES TRIOXY-STEROCHOLANSAURELAKTONS 
DURCH CHROMSAURE. 


4¢@ Trioxy-sterocholansiurelakton wurden in 65 ccm Hisessig 
gelost, mit 40 cem einer 10%igen Chromsaureeisessiglosung allmah- 
lich tropfenweise im Laufe einer Stunde versetzt, nach einer Stunde 
durch Zusatz einer grossen Menge von Wasser ausgefallt und die 
dabei abgeschiedene Fallung nach Waschen mit Wasser in Chloro- 
form gelést. Durch Schiitteln des Chloroformextraktes mit emer 
Sodalésung wurde die Chloroformlésung in zwei Fraktionen: 
Sodalésung und Chloroformlosung getrennt. 


I. Tetraketo-sterocholansaure. 


Von der Sodalésung wurde auf dem Wasserbade das Chloro- 
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form abgedampft und unter Ansaiuerung mit verdiinnter Salzsaure 

ausgefallt. Die abgesaugte Fallung wurde nach Waschen mit 

Wasser und nach Trocknen aus Aceton-Wasser (oder Alkohol- 

Wasser) umkrystallisiert. Helle Prismen vom Schmelzpunkt 214— 

215°. <Ausbeute 1,2¢. Die Krystalle zeigen eine positive Jaffesche 

Reaktion und bei Liebermannscher Reaktion eine kirschrote Farbe. 
3,175 mg Subst.: 8,260 mg COs, 2,390 mg H.O. 


Cos H 4006 Ber. C 71,14 H 8,53 
Geii;, T0925), 8.42: , 


Tetraketo-sterocholansaurelakton-trioxim. 


0.1g¢ Tetraketo-sterocholansiure wurde in 10c¢ccem Alkohol 
gelost, mit 0,1g@ Hydroxylaminchlorhydrat und 0,2g Natrium- 
acetat in Alkohol versetzt und auf dem Wasserbade 3 Stunden 
lang erwarmt. Das Reaktionsgemisch wurde eingeengt und die 
dabei abgeschiedene Fallung aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Feine Nadeln vom Schmelzpunkt 220°. Bei der Mischprobe mit 
dem aus Tetraketo-sterocholansduremethylester hergestellten 
Trioxim vom Schmelzpunkt 218° farbt sich der Krystall bei 218° 
und schmilzt bei 220°. 


Tetraketo-sterocholansduremethylester. 


0,2g¢ Tetraketo-sterocholanséure wurde in Methanol mit 
atherischer Diazomethanlésung tropfenweise versetzt und die beim 
Einengen abgeschiedene Krystallmasse aus Methanol-Wasser um- 
krystallisiert. Schuppen vom Schmelzpunkt 151-152°. Bei Lieber- 
mannscher Reaktion zeigen die Krystalle eine karminrote Farbe. 
Keine Schmelzpunktdepression mit dem dureh Oxydation mit 
Chromsaure aus Tetraoxy-sterocholansauremethylester yewonnenen 
Tetraketo-sterocholanséuremethy lester. 

3,235, 3,100 mg Subst.: 8,470, 8,118 mg COs, 2,570, 2,356mg H:0. 


C29 H4205 Ber. C 71,56 H 8,70 ee 
Gef. ,, 71,41, 71,42 ,, 8,89, 8,54. 


Tetraketo-sterocholansaurelaktontrioxim. 


01g Tetraketo-sterocholansiuremethylester wurde in 10 ccm 
Alkohol gelést, mit 0,1g Hydroxylaminchlorhydrat und 0,2 g 
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Natriumacetat in einer alkoholischen Lésung versetzt und auf dem 
Wasserbade 3 Stunden lang erhitzt. Die dabei durch Hinengen 
der Losung abgeschiedene Krystallmasse wurde aus Alkohol-Wasser 
mehrmals umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzpunkt 218°. 


3,410 mg Subst.: 0,252 cem N (25°, 753 mm) 
CosHiOsNs Ber. N 8,42 Gef. N 8,40. 


IT, Umlagerung der Tetraketo-sterocholansiure, 
Iso-tetraketo-sterocholansdure. 


0,3 g¢ Tetraketo-sterocholansiure wurde in 20 ccm einer N/2 
Natronlauge gelést, auf dem Wasserbade 2 Stunden lang erhitzt, 
die unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure abgeschiedene 
Fallung abgesaugt, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Die 
Fallung wurde aus Aceton-Wasser umkrystallisiert. Helle Tafeln 
vom Schmelzpunkt 111-1138°. Ausbeute 0,2 ¢g. Der Krystall zeigt 
eine positive Jaffesche Reaktion, eine kirschrote Farbe und entfirbt 
nicht die Bromlosung. 

3,350 mg Subst.: 8,357 mg COs, 3,477 mg H20. 


CosH 10067 H2O Ber. C 68,53 H 8,63 
Get. ,, 68,45 ,, 8,08: 


Spec. Drehung: 0,022 g¢ Subst. in 5eem Aceton, 7=1 dm, 
a= +0,08 [a ]28° = +18,18° 


Diese Tetraketo-sterocholansdiure ist aber weder durch Ein- 
wirkung der Salzsdure in Hisessig u. der Sodalosung noch dureh 
die Einwirkung der Ameisensiure u. der Kameleonlosung in Aceton 
verandert worden. 


Methylester u. Oxim. 


0,5¢@ Iso-tetraketo-sterocholansiure wurde in einer kleinen 
Menge von Methanol mit einer atherischen Diazomethanlosung 
tropfenweise versetzt. Aus der Reaktionslésung wurde aber beim 
Einengen kein Krystall sondern ein Ol gewonnen. Dieses Ol wurde 
in 10cem Alkohol gelost, mit 0,1 g Hydroxylaminchlorhydrat u. 
0,2 g Natriumacetat in Alkohollésung versetzt und auf dem Wasser- 
bade 3 Stunden lang erhitzt. Durch Einengen der Losung wurde 
aber kein Krystall sondern ein Ol erhalten, welches aus keinen 
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organischen Loésungsmittela krystallisierte. 


III. Clemmensensche Reduktion der Tetrake- 
tosterocholansdure. 


0,3¢@ Tetraketo-sterocholansiure wurde in 50ccem_ Hisessig 
velést, 20g amalgamiertes Zink zugesetzt und unter Kochen auf 
dem Sandbade weiterhin noch mit 50 cem konzentrierter Salzsaure 
und 50cem Hisessig in drei Teilen jede Stunde. versetzt. Das 
Kochen dauerte weiter 5 Stunden und zusammen 11 Stunden. Das 
auf der Reaktionsfliissigkeit schwimmende Ol wurde mit dem 
Glasstab gesammelt, in Wasser abermals digeriert, getrocknet und 
aus absolutem Alkohol umzukrystallisieren versucht, wobei aber 
kein Krystall gewonnen wurde. Die getrocknete Masse wurde also 
in 20 cem einer 10% igen Sodalosung aufgenommen, die Sodalosung 
unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiiure mit Ather geschiittelt, 
der Atherauszug mit Wasser gewaschen, mit Pottasche getrocknet 
und in Zimmertemperatur verdunsten gelassen. Hierbei wurde 
ebenfalls aus dem Riickstand kein Krystall gewonnen und beim 
Versuch des Umkrystallisierens des Rtickstandes weder aus Aceton 
noch aus Essigester ein Krystall sondern immer ein Ol gewonnen. 


IV. Katalytische Hydrierung der Tetraketo- 
sterocholansaure. 


0,3¢ Tetraketo-sterocholanséure wurde in 15 eem absolutem 
Alkohol gelost, die Lésung mit 0,5¢ Platinoxyd nach Adams, das 
in 5eem absolutem Alkohol suspendiert und mit Wasserstoff 
gesattigt war, versetzt und unter Durehleitung von Wasserstoff 
reduziert, wobei nach 2 Stunden die Lisung 120 eem Waasserstoff 
verbraucht hatte. Das Reaktionsgemisch wurde vom Platinoxyd 
abfiltriert, mit einer grossen Menge Wasser versetzt und die dabei 
abgeschiedene Fallung in KHssigester aufgenommen, der HEssig- 
esterauszug mit Wasser gewaschen und getrocknet. Beim Einengen 
der Lésung wurde aber kein Krystall sondern eine dlige Masse 
gewonnen, die weder aus Methanol u. Aceton noch aus absolutem 
Alkohol krystallisierte. 
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V. - Triketo-sterocholansiurelakton. 


Der aus dem Oxydationsprodukt des Trioxy-sterocholansiure- 
laktons gewonnene Chloroformextrakt wurde nach dem Waschen 
mit Wasser und Entwiisserung von Chloroform abgedampft, der 
Riickstand im Exsikkator gut getrocknet und aus Aceton-Wasser 
umkrystallisiert. Feine federartig gruppierte Nadeln vom Schmelz- 
punkt 316°. Ausbeute 1,0g. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt 
der Krystall eine dunkelrote Farbe. 

3,995, 3,530 mg Subst.: 10,615, 9,375 mg COs, 3,145, 2,740 mg H2O. 

CesH1005°3 H2O Ber. 72,2 H 8,88 
Gef. 72,47, 72,42 ,, 8,81, 8,68. 


Dieses Lakton ist durch zweistiindiges Erhitzen in N/2 Natron- 
laugelésung unbeeinflusst geblieben. 
Trioxim. 

0,1 g¢ Triketo-sterocholanséurelakton wurde in 10 cem Alkohol 
mit 0,lg¢ Hydroxylaminchlorhydrat u. 0,2g¢ Natriumacetat in 
Alkohol auf dem Wasserbade 3 Stunden erhitzt und die beim 
Einengen der Loésung abgeschiedene Fillung aus Alkohol-Wasser 
umkrystallisiert. Schuppen vom Zersetzungspunkt 266-267°. 


3,350 mg Subst.: 0,326 eem N (25°, 768 mm) 
CosHis05Na Ber. N 8,37 ‘Gef. N 8,50. 


Tetraketo-sterocholansdure aus Triketo-sterocholansaurelakton. 

0,4¢ Triketo-sterocholanséurelakton wurde in 5ecm Hisessig 
gelost und mit 4ceem einer 10%igen Chromsiureeisessiglosung 20 
Minuten lang stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde in 
eine grosse Menge von Wasser eingegossen und die dabei ab- 
geschiedene Fallung nach dem Waschen mit Wasser aus Aceton- 
Wasser umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 214-215°. 
Ausbeute 0,15¢g. Keine Schmelzpunktdepression mit der durch 
Oxydation mit Chromsiure aus Trioxy-sterocholansaurelakton vom 
Schmelzpunkt 208° gewonnenen. 


Triketo-monoxy-sterocholansaure. 


0,2 g Triketo-sterocholansiurelakton wurde in 10 ccm einer N/2 
Natronlauge unter Erwirmen gelést und die durch Ansaéuern mit 
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verdiinnter Essigsiure abgeschiedene Fallung nach dem Waschen 
mit Wasser aus Aceton-Wasser umkrystallisiert. Keine Nadeln vom 
Schmelzpunkt 307-308°. Ausbeute 0,1 g. 

2,890, 3,315 mg Subst.: 7,400, 8,475 mg COs, 2,290, 2,600 mg H.O. 


Cos H4206°3 H2O Ber. C 69,52 H. 8,96 
Gef. ,, 69,88, 69,72 ,, 8,87, 8,78 


Triketo-sterocholansaurelakton aus  Triketo-monoxy-sterocholan- 
saure. 


0,1g Triketo-monoxy-sterocholansiure wurde in 3c¢em reiner 
Ameisenséure auf dem Wasserbade 5 Stunden Jang erwarmt und 
die durch Eingiessen der Reaktionslosung in Wasser abgeschiedene 
Fallung aus Aceton-Wasser umkrystallisiert. Federartig grup- 
pierte feine Nadeln vom Schmelzpunkt 316°. Keine Schmelz- 
punktdepression mit der durch Oxydation mit Chromsaure aus 
Trioxy-sterocholanséurelakton vom Schmelzpunkt 208° gewon- 
nenen. 


Triketo-monoxy-sterocholansadure-methylester. 


0,2¢ Triketo-monoxy-sterocholanséiure wurde in Methanol 
ublicherweise mit atherischer Diazomethanlésung verestert. Der 
aus Methanol-Wasser umkrystallisierte Nadelkrystall schmilzt bei 
226-227°. 
3,105, 2,655 mg Subst.: 7,950, 6,810 mg COs, 2,415, 2,070 mg H-2O. 
Cx Hi1O¢'s H2O ‘Ber. C 69,97 H 8,91 
Get. ;, 69,83; 69.9ba as, GOs Semen 


Tetraketo-sterocholansiuremethylester. 


0,2¢ Triketo-monoxy-sterocholansiuremethylester wurde in 2 
cem Hisessig gelést, mit 2 ccm einer 10%igen Chromsaureeisessig- 
losung tropfenweise versetzt und weiter 20 Minuten lang stehen 
gelassen. Die dabei durch Hingiessen der Reaktionslésung in 
Wasser abgeschiedene Fallung wurde aus Methanol-Wasser um- 
krystallisiert. Schuppen vom Schmelzpunkt 151-152°. Ausbeute 
0,08 g. Keine Schmelzpunktdepression mit dem durch Oxydation. 
mit Chromsaéure aus Tetraoxy-sterocholansiuremethylester vom 
Schmelzpunkt 156-157° gewonnenen, und mit dem durch Ver- 
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esterung der Tetraketo-sterocholansiure vom Schmelzpunkt 214- 
215° mit Diazomethan erhaltenen Ester. 
3,495 mg Subst.: 9,131 mg COz, 2,730 mg H.O. 


C29 H 20 Ber. C 71,56 H 8,70 
Geta, ec bl Sirs: 


VI. Clemmensensche Reduktion des Triketo- 
sterocholansaurelaktons. 


0,3¢ Lakton wurde in 50cem Hisessig gelést, 20 ¢ amalgam- 
iertes Zink zugesetzt (2g Zn in 30cem einer Sublimatlés. 30 
Minuten) und unter Kochen auf dem Sandbad weiterhin noch mit 
50 cem konzentrierter Salzsiure und 50 cem Hisessig in drei Teilen 
alle 3 Stunden versetzt. Das Kochen dauerte weiter 5 Stunden 
und das Reaktionsgemisch wurde eine Nacht stehen gelassen. Das 
auf der Fliissigkeit schwimmende Ol wurde mit dem Glasstab 
abgehoben, in Wasser digeriert, in Ather aufgenommen und der 
Atherauszug mit einer 10% igen Sodaloésung ausgeschiittelt. Die 
Sodalé6sung wurde unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsaure 
ausgefallt, die dabei abgeschiedene dlige Masse in Essigester auf- 
genommen und der KEssigesterextrakt nach dem Waschen mit 
Wasser und Trocknen eingeengt. Dabei wurde keine krystallini- 
sche Masse sondern ein Ol erhalten. 

Der obenerhaltene Atherauszug wurde nach dem Waschen mit 
Wasser und Trocknen mit Pottasche abgedampft und der Riick- 
stand in 20cem einer N/2 Natronlauge erwirmend geldst. Die 
Lésung wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter Essigsaure aus- 
gefallt und das dabei abgeschiedene Ol lieferte aber aus Essigester 
und Aceton keinen Krystall. 


VII. Katalytische Hydrierung des Triketo-sterocholan- 
sdurelaktons. 


0,3¢@ Triketolakton vom Schmelzpunkt 316° wurde in 15 cem 
Hisessig mit 0,1 g¢ Platinoxyd und Wasserstoff katalytisch hydriert. 
Dabei nahm die Lésung innerhalb von 4 Stunden 5 Mole Wasser- 
stoff auf. Die Reaktionslésung wurde von Platinoxyd abfiltriert 
und in eine grosse Menge Wasser eingegossen. Die dabei ab- 
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eeschiedene Fallung wurde abgesaugt, gut getrocknet und aus 
Aceton, Essigester und Alkohol umzukrystallisieren versucht, wobei 
die Substanz aber nicht krystallisierte. 

Zam Schluss moéchte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. T. 
Kazuno fiir seine freundlichen Leitung und: Untersttitzung bei 
meiner Arbeit und der japanischen Gesellschaft zur Forderung der 
wissenschaftlichen und industriellen Forschungen ftir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mitteln meinen herzlichen Dank auszusprechen. 
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UBER DIE ALLIGATORSCHILDKROTENGALLE (IV). 


Uber den Abbau des Trioxy-sterocholansdurelaktons bis zur 
Bisnor-cholsdure, 3.7.12-Trioxy-pregnan-20-on 
und 3.7.12-Trioxy-athiocholansiure. 


VON 


TUTOMU KANEMITU. 


(Aus dem Biochemischen Institut Med. Fakultit Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 24, Dezember 1941) 


Es wurde bereits in voriger Mitteilung erwahnt, dass das von 
Yamasaki u. Yuuki (1936) aus der Galle von Alligatorschild- 
kroten isolierte Lakton im Kern des Molekiils drei und in der 
Seitenkette eine sekundire Alkoholgruppe hat und dass es ein 
y-Lakton ist, welches durch Alkali in eine Tetraoxysiiure auf- 
gespalten wird, obwohl diese wieder durch die Wirkung von Saure 
wie Ameisensiure oder durch ein Oxydationsmittel leicht in 
urspriingliches Lakton zuriickverwandelt wird. 

Um die Stellung der sekundaren Alkoholgruppen und die Art 
des Laktons festzustellen, wurde im vorliegenden Versuch der 
Abbau der Seitenkette nach Shimizu u. Kazuno (1936) aus- 
eefiihrt. 

Tetraoxy-sterocholansiuremethylester oder Trioxy-sterocholan- 
siurelakton (I) wurde mit Grignardschem Reagens in Carbinol 
verwandelt, wobei krystallinisches Monomethylearbinol (II) vom 
Schmelzpunkt 195° und ein éliges Dimethylearbinol (III) in beiden 
Fallen je in gleicher Menge erhalten wurde. Dies zeigt, dass bei 
der Bildung des Carbinols mittelst Grignardschem Reagens aus 
Tetraoxy-sterocholansiuremethylester erst unter Ringschluss das 
Trioxylakton, dann das Carbinol gebildet wird. 

Das Monomethylearbinol (It) liefert bei der Oxydation mit 
Chromsiure in Zimmertemperatur ein nicht krystallisierbares 
Triketocarbinol, welches ein Trioxim vom Schmelzpunkt 229-231° 
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ergibt, was dadurech unterstiitzt wird, dass 3-Phenyl-4-P-tolyl-6- 
methyl-cumarin mit Grignardschem Reagens in Phenylearbinol 
verwandelt wird, wie aus der folgenden Figur 1 ersichtlich ist, 
und dass aus Dihydrocumarin durch EKinwirkung des Phenyl- 
magnesiumbromides ein Diphenylearbinol gebildet wird. 


Fig. 1 
O OH 
iS C,H;MgBr 1 os 
ee ee are ay C,H; 
éy ‘) 
Moe NZ 
CH; CHz 


Andrerseits wird das durch Oxydation aus Acetyl-tigogenin 
gewonnene Lakton (Tschesche u. Hagedorn 1935) mit 
Grignardschem Reagens unter Ringspaltung in ein tertiares 
Diphenylearbinol verwandelt, aus welechem unter Wasserspaltung 
ein Furanderivat gebildet wird, was zeigt, dass es sich um ein 
y-Lakton handelt, waihrend bei der Wirkung des Grignardschen 
Reagens auf Trioxy-sterocholanséurelakton ohne Ringspaltung 
Monomethylearbinol gebildet wird, was bedeutet, dass es sich um 
ein 6-Lakton handelt. 

Das Monomethylearbinol wurde nach Wieland u. Kapitel 
(1932) acetyliert. Dabei wurde ein éliges Triacetat gewonnen, aus 
welchem durch Oxydation mit Chromsaure ebenfalls ein dliges 
3.7.12-Trioxy-athiocholansaéure-triacetat, dann dureh MHydrolyse 
3.7.12-Trioxy-athiocholansdure (IV) CooH320; vom Schmelzpunkt 
171° erhalten wurde, welche sich mit der von Shimizu u. Kazuno 
(1936. Siehe s. 190) durch systematischen Abbau der Cholsiure mit 
Grignardschem Reagens gewonnenen — 3.7.12-Trioxy-ithiocholan- 
siure, Athiocholsiure vom Schmelzpunkt 171° ganz identisch 
erwies ; ihr in Nadeln krystallisierter Methylester schmolz bei 184°. 

Bei’ der Oxydation von Monomethylearbinol-triacetat mit 
Chromsaure wurde als neutrales Produkt ein Ketontriacetat gewon- 
nen, aus welechem durch Hydrolyse ein 3.7.12-Trioxy-pregnan- (20) - 
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3.7.12-Trioxy- 3.7.12-Trioxy-pregnan-(20)-on 


ithiocholansaure 


on (V) Co,H3404 vom Sechmelzpunkt 210-211° gewonnen wurde. 
Dieses Keton gibt ein Monoxim vom Schmelzpunkt 249° und 
bei der Oxydation mit Chromsaure ein 3.7.12-Triketo-pregnan- (20)- 
on Co;H2g0, vom Schmelzpunkt 185-187°. 
Dieses 3.7.12-Trioxy-pregnan-(20)-on und die 3.7.12-Trioxy- 
aethiocholansdure zeigen eine positive Hammarstensche Reaktion. 
Aus dem von Monomethylearbinol befreiten Filtrat wurde ein 
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anderes Carbino] erhalten, welches als ein Dimethylearbinol (II1) 
betrachtet werden konnte. Dieses Carbinol (IIL) wurde nach 
Acetylierung der Oxydation mit Chromsiure unterworfen, aus 
dessen Oxydationsprodukte durch Hydrolyse eine Trioxysaure 
(VI) CssH 3605 vom Schmelzpunkt 290° gewonnen wurde. Diese 
Siure (VI) erwies sich mit der von Shimizu u. Kazuno (1936) 
durch systematischen Abbau der Cholséure nach Grignard er- 
haltenen Bisnor-cholsiure vom Sehmelzpunkt 290° als ganz 
identisch. 

Als Abbauprodukte des Trioxy-sterocholanséurelaktons vom 
Schmelzpunkt 208° wurden die wohlbekannte Bisnor-cholsiure 
CooH3,0; und Athiocholsiure CooH3005 erhalten, was zeigt, dass 
das Trioxy-sterocholansiurelakton CosH4.0; ein 6-Lakton ist und 
dass sich die drei sekundiren Alkoholgruppen in der Stellung an 
Cs, Cz und Cy. im Kern des Laktons befinden miissen. 

Das Lakton ist also eine 6-Form, stammt aus 3.7.12.22-Tetra- 
oxysterocholansiure von der Formel CogsH4s0g und enthalt ein 
Cholsaureskelett im Molekiil des Laktons. 

Andrerseits wurde durch Hinwirkung von Athylbromid nach 
Grignard Monoathylearbinol (VII) vom Schmelzpunkt 192° sowohl 
aus Tetraoxy-sterocholansauremethylester als auch aus Trioxy- 
sterocholansaurelakton erhalten. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


I. Abbau des Trioxy-sterocholansaurelaktons 
nach Grignard. 
1) Monomethylearbinol. 

Hine wasserfreie Benzollosung von Trioxy-sterocholansdiure- 
lakton vom Schmelzpunkt 208° (1,5 ¢ Lakton in 100°eem Benzol) 
wurde zu der Grignardlisung (0,6 g Magnesium und 7 ¢ Jodmethyl 
in 50 cem wasserfreiem Ather) ailmahlich tropfenweise zugesetzt. 
Diese Losung wurde auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwarmt, 
moglichst von Lésungsmitteln befreit und mit Hiswasser und 
verdtinnter Schwefelsiureldsunge zersetzt. Die dabei erhaltene 
Fallung wurde in Essigester aufgenommen, mit verdiinnter 
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Natriumbisulfitlésung gut gewaschen, um das Jod zu reduzieren, 
dann der Hssigesterauszug mit Wasser gut gewaschen, getrocknet 
und mit 100 cem einer 5% igen alkoholischen Kalilauge 2 Stunden 
lang erwirmt. Das Hydrolysat wurde in viel Wasser cegossen, 
die dabei abgeschiedene Fiillung abfiltriert und mit Wasser gut 
gewaschen. 

Die Fallung wurde in Essigester gelést, mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und eingeengt. Die dabei abgeschiedenen Krystalle 
wurden abgesaugt und aus Essigester umkrystallisiert. Prismati- 
sche Nadeln vom Schmelzpunkt 195°. Ausbeute 0,6¢. Der Kry- 
Stall ist gegen Brom gesattigt, in Natronlauge unldéslich und in 
Methanol leicht loslich. Er zeigt eine positive Hammarstensche 
Reaktion. 

4,255 mg Subst.: 11,160 mg COs, 3,970 mg H.O, 


CoH 50053 H20. Ber. C 71,39 H 10,54 
Gef. ,, 71,58 ,, 10,44. 


Aus dem von Monomethylearbinol befreiten Essigesterauszug 
schieden sich beim Einengen nicht mehr Krystalle sondern Ole ab, 
die aus allen moéglichen Lésungsmitteln nicht krystallisierten ‘und 
als Dimethylearbinol betrachtet werden miissen. 

Das von Monomethylearbinol abfiltrierte alkalische Filtrat 
wurde unter Ansduerung mit verdiinnter Salzsaure ausgefallt, die 
Fallung in Essigester gelést, mit einer 10% igen Sodalosung aus- 
veschiittelt und in eine Hssigesterfraktion und eine Sodalésungs- 
fraktion getrennt. 

Aus diesem Hssigesterauszuge wurden nach dem Waschen mit 
Wasser, Trocknen mit Pottasche durch Einengen Krystalle gewon- 
nen. Diese wurde aus Essigester umkrystallisiert. Prismen vom 
Schmelzpunkt 195°. Ausbeute 0,05 ¢. Keine Schmelzpunktdepres- 
sion mit dem obenbeschriebenen Monomethylearbinol. Aus der 
Sodalésungsfraktion wurden leider keine Krystalle erhalten. 

Triketo-monomethyl-carbinol. 

0,2 ¢ Monomethylearbinol vom Sehmelzpunkt 195° wurde in 
5 eem Hisessig gelost, mit 2 ccm einer 10%igen Chromsaureeisessig- 
lésung versetzt und 20 Minuten lang stehen gelassen. Das Gemisch 
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wurde in viel Wasser gegossen, die dabei abgeschiedene Fallung 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und in Ather aufgenommen. Der 
Atherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser und Trocknen 
mit Pottasche im Zimmer verdunsten gelassen, wobei ein dliger 
Riickstand zuritickblieb der nicht krystallinisch wurde. 


Triketo-monomethylcarbinol-trioxim. 

Das obenerhaltene dlige Triketo-monomethylearbinol wurde 
nach dem Trocknen im Exsikkator in 10cem Alkohol gelodst, mit 
einer alkoholischen Losung von 0,1 ¢ Hydroxylaminchlorhydrat 
und 0,2 ¢ Natriumacetat versetzt, auf dem Wasserbade 3 Stunden 
lang erhitzt, die beim Hinengen der Losung abgeschiedenen Kry- 
stalle abgesaugt und aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Blatt- 
chen vom Schmelzpunkt 229-231°. 


2,810 mg Subst.: 0,192 eem N (12°, 770 mm). 
C29 HazOsN3 Ber. N 8,12 Gef.  N/8530: 


Monomethylcarbinol-triacetat. 

4,2 ¢ Monomethylearbinol vom Schmelzpunkt 195° wurden in 
60 cem Pyridin gelost und unter Zusatz von 40 ccm Essigsaure- 
anhydrid 19 Stunden lang erhitzt. Das Gemisch wurde in viel 
Hiswasser gegossen, die dabei abgeschiedene Fallung abgesaugt, mit 
Wasser gewaschen, in Ather aufgenommen, der Atherauszug mit 
einer 5%igen Salzsiiurelésung ausgeschiittelt und der Atherauszug 
mit Wasser gut gewaschen. Der beim Verdunsten der Atherlésung 
zuriickgebliebene olige Rickstand wurde aus allen moglichen 


Losungsmitteln umzukrystallisieren versucht, blieb aber immer ein 
Ol. 


2) 3.7.12-Trioxy-aethiocholansiure aus Monomethylcarbinol. 

Das ohge aus 4,2 ¢ Monomethylearbinol bereitete Monomethy1- 
carbinoltriacetat wurde nach dem Trocknen in 42 cem NHisessig 
gelost, mit 84 cem einer 5% igen Chromsaureeisessiglésung auf dem 
erwarmenden Wasserbade tropfenweise innerhalb 50 Minuten 
versetzt und weitere 10 Minuten stehen gelassen. 

Das Gemisch wurde in viel EHiswasser gegossen, die dabei ab- 
geschiedene Fallung abfiltriert, in Ather aufgenommen, der Ather- 
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auszug mit einer 5%igen Sodalésung ausgeschiittelt und in eine 
Ather- und Sodalosungsfraktion getrennt. 

Die Sodalésung wurde mit verdiinnter Salzsiure angesiuert, 
die dabei entstandene milchige Triibung durch Zusatz von Kochsalz 
ausgesalzen, die dabei auf der Fliissigkeit schwimmende knetbare 
Substanz in Ather aufgenommen, der Atherauszug mit Wasser 
gewaschen, mit Pottasche getrocknet und abdestilliert. 

Der Riickstand wurde in 50 cem einer 5% igen Kalilauge gelést, 
auf dem Wasserbade 5 Stunden lang erwarmt, unter Ansiuerung 
mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt, die dabei abgeschiedene 
Fallung in Essigester aufgenommen und der Essigesterauszug nach 
dem Waschen mit Wasser und nach dem Trocknen mit Pottasche 
abdestilliert. Der Riickstand wurde aus Aceton umkrystallisiert. 
Prismen vom Schmelzpunkt 171°. Ausbeute 0,2¢. Der Krystall 
zeigt eine positive Hammarstensche Reaktion und bei Liebermann- 
scher Reaktion erst eine orangerote dann kirschrote Farbe. Keine 
Schmelzpunktdepression mit einer von Shimizu und Kazuno- 
(1936) durch systematischen Abbau nach Grignard aus Cholsaure 
hergestellten 3:7.12-Trioxy-athiocholansaure. 

3,270 mg Subst.: 7,975 mg COs, 2,725 mg H:0. 
CxoHs20skH20 Ber. © 66,44° H 9,20 
Gots 6005008 Be no88- 

Methylester. 

0,05g 3.7.12-Trioxy-athiocholansiure wurden in Methanol 
mittelst ditherischer Diazomethanlésung in tiblicher Weise verestert 
und der beim Einengen der Atherlésung abgeschiedene Krystall 
wurde aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Feine Nadeln vom 
Schmelzpunkt 184°. 

3,545 mg Subst.: 8,700 mg COs, 3,025 mg H20. 


CnH2s1053 H2O Ber. © 67,17 H 9,40 
Get. 0,66,98: 1.) 9p: 


3) 3.7.12-Trioxy-pregnan-(20)-on aus Monomethylcarbinol. 


Der von der 3.7.12-Trioxy-athiocholansiure enthaltenden Soda- 
losung getrennte Atherauszug wurde nach dem Waschen mit Wasser 
und Trocknen mit Pottasche abdestilliert. Der Riickstand wurde 
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in 100 cem einer 5%igen alkoholischen Kalilaugelésung auf dem 
Wasserbade 2 Stunden erwdrmt, nach dem Abdampfen des 
Alkohols mit viel Wasser versetzt, die dabei abgeschiedene Fallung 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Der Riickstand 
wurde aus Aceton umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 
210-211°. Ausbeute 0,7 g. 

Der Krystall zeigt eine positive Hammarstensche Reaktion und 
bei Liebermannscher Reaktion erst eine violettrote, dann kirschrote 
Farbe. 

3,825 mg Subst.: 9,860 mg COs, 3,332 mg H:2O. 
Cn H2:013 H2O. Ber. C 70,15 H 9,82 
Goeth es 070530 Ge OsTo: 

Monoxim. 

0,1 ¢ 3.7.12-Trioxy-pregnan-(20)-on wurde in 10 cem Alkohol 
gelost, mit 0,1g¢ Hydroxylaminchlorhydrat und 0,2¢ Natrium- 
acetat als alkoholische Losung versetzt und auf dem Wasserbade 
3 Stunden lang erwaérmt. 

Der beim Einengen der Losung abgeschiedene Krystall wurde 
aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Schuppen vom Zersetzunes- 
punkt 249°. 


4,085 mg Subst.: 0,113 cem N (16°, 763 mm) 
C21Hzs0.N Ber. N 3,83 Get, N 3528. 


3.7.12-Triketo-pregnan-(20)-on. 
0,2¢ Trioxy-pregnan-(20)-on vom Schmelzpunkt 210-211° 
wurde in 50cem Hisessig gelost, mit 5cem einer 5%igen Chrom- 
sdureeisessiglosung vorsichtig tropfenweise versetzt, 20 Minuten 
lang stehen gelassen und mit viel Wasser versetzt. Die dabei ab- 
geschiedene Fallung wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen, 
getrocknet und aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Nadeln 
vom Schmelzpunkt 185-187°. <Asbeute 0,04 g. 
3,215 mg Subst.: 8,644 mg COs, 2,360 mg H.O. 


Co HosO1 Ber. © 43,2. H 8,19 
Cici, S isieee) oy APA, 


4) Bisnor-cholsdure aus Dimethylearbinol. 


Aus dem vom Monomethylearbinol befreiten Filtrat wurden 
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6g einer Oligen Masse erhalten, wie im ersten Kapitel erwahnt 
wurde. Diese Masse wurde in 50 cem Pyridin geldst, mit 30 ccm 
Essigsdureanhydrid versetzt und auf dem Wasserbade 19 Stunden 
erwarmt. Das Gemisch wurde in viel Hiswasser gegossen, die dabei 
abgeschiedene weisse Fallung abfiltriert, mit Wasser gewaschen und 
in Ather aufgenommen. Der Atherauszug wurde mit einer 5%igen 
Salzsdurelésung gewaschen, wieder mit Wasser gewaschen, getrock- 
net und die beim Hinengen abgeschiedene dlige Masse aus allen 
moglichen Losungsmitteln umzukrystallisieren versucht, wobei 
aber kein Krystall erhalten wurde. 

Diese als Dimethylearbinol-tetracetat zu betrachtende lige 
Masse wurde nach dem volligen Trocknen in 50 cem Hisessig gelost, 
auf dem erwairmenden Wasserbade mit 120cem einer 5%igen 
Chromsdureeisessiglésung (6 g C,O3 in 120 cem Hisessig) innerhalb 
80 Minuten tropfenweise versetzt und weitere 10 Minuten stehen 
gelassen. Das Gemisch wurde in viel Wasser gegossen, die dabei 
abgeschiedene Fallung abfiltriert und in Ather aufgenommen. 

Der Atherauszug wurde durch Schiittelung mit einer 5%igen 
Sodalésung in je eine Sodalosungs- und Atherfraktion getrennt. 

Die Sodalosung wurde unter Anséiuerung mit verdiinnter Salz- 
siure ausgefallt, die dabei aus der Fliissigkeit abgeschiedene knet- 
bare Substanz in Ather aufgenommen, der Atherauszug mit Wasser 
gewaschen, mit Pottasche getrocknet und der Ather abdestilliert. 

Der Riickstand wurde in 50 cem einer 5%igen Kalilauge gelost, 
auf dem Wasserbade 2 Stunden erwairmt und unter Anséuerung 
mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt. Die dabei abgeschiedene 
Fallung wurde in Essigester gelost und die Losung nach dem 
Waschen mit Wasser und Trocknen mit Pottasche eingeengt. 

Die dabei abgeschiedenen Krystalle wurden aus Hssigester 
unkrystallisiert. Hexaeder vom Schmelzpunkt 290°. Ausbeute 
0,22. Der Krystall zeigt eine positive Hammarstensche Reaktion 
und bei Liebermannscher Reaktion eine orangerote Farbe. 

Keine Schmelzpunktdepression mit der von Shimizu u. 
Kazuno (1936) durch stufenweisen Abbau der Cholséure nach 
Grignard hergestellten Bisnor-cholséure vom Schmelzpunkt 290°. 
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3,150 mg Subst.: 8,030 mg COs, 2,655 mg H:0. 
Cx2H36Os Ber. C 69,43 H 9,54 
Gef. ,, 69,52 ,, 9,43. 


Athylester. 

0,lg¢ Bisnor-cholsiure vom Schmelzpunkt 290° wurden in 
absolutem Alkohol gelést, unter Zusatz von konzentrierter Schwefel- 
siure auf dem Wasserbade 3 Stunden erwairmt, das Gemisch in 
viel Wasser gegossen, die beim Einengen abgeschiedene Fallung in 
Ather aufgenommen, der Atherauszug nach dem Waschen mit 
Wasser und nach dem Trocknen mit Pottasche der Ather abdestil- 
liert. Der Riickstand wurde aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Die Substanz sintert bei 100° und schmilzt bei 150°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit reinem aus Cholsaure hergestelltem 
Bisnor-cholsaureathy lester. 

4,080 mg Subst.: 10,551 mg COs, 3,560 mg HO. 


CosHa0Os Ber. © 70,53 H 9,87 
Gef. 5; 70;40 .,; 9376: 


Die vom in Sodalésung léslichen Siureanteil befreite Ather- 
fraktion wurde nach dem Waschen mit Wasser und nach dem 
Trocknen mit Pottasche vom Ather befreit, der Riickstand in 100 
eem einer 5%igen alkoholischen Kalilaugelésung gelést und auf 
dem Wasserbade 2 Stunden lang erhitzt. Das Hydrolysat wurde 
in viel Wasser eingegossen, die beim Abdestillieren des Alkohols 
abgeschiedene Fallung abfiltriert, mit Wasser gewaschen, getrock- 
net und in Hssigester gelést. Die beim Einengen der Losung 
abgeschiedene Masse wurde aus allen Lésungsmitteln umzukrystal- 
lisieren versucht, blieb jedoch immer ein Ol. 


II. Monoaethylcarbinol aus Tetraoxy-sterocholansiure- 
methylester und Trioxy-sterocholansdurelakton. 


Der Grignardlésung (0,6¢ Magnesium und 7g Athylbromid 
in 50cem wasserfreiem Ather) wurde die Ather-Benzollésung 
(1:1) von Tetraoxy-sterocholansauremethylester vom Schmelz- 
punkt 156-157° (1g Ester in je 25 cem Ather u. Benzol) allmahlich 
tropfenweise zugesetzt. Das Gemisch wurde auf dem Wasserbade 
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5 Stunden lang erhitzt, von den Lésungsmitteln befreit, dann im 
Exsikkator getrocknet und mit Eiswasser und 2 N-Schwefelsiure- 
losung zersetzt. 

Die dabaei abgeschiedene Fallung wurde abgesaugt, mit 
Kssigester extrahiert, der Essigesterauszug mit verdiinnter 
Natriumbisulfitlosung gut gewaschen, um das Brom zu reduzieren, 
dann mit Wasser gewaschen, getrocknet und die Lésungsmittel 
abdestilliert. Der Riickstand wurde nach dem Trocknen mit 100 
cem einer 5%igen alkoholischen Kalilaugelosung auf dem Wasser- 
bade 8 Stunden lang hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde in viel 
Wasser gegossen, auf dem Wasserbade der Alkohol abdestilliert, 
die dabei erhaltene Fallung in Essigester aufgenommen und in 
zwei Fraktionen—eine Essigesterfraktion und eine alkalische 
Losungsfraktion—getrennt. 

Die Essigesterfraktion wurde nach dem Waschen mit Wasser 
und Trocknen mit Pottasche eingeengt und die dabei abgeschiedene 
Masse aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Prismatischer Krys- 
tall sintert bei 130° und schmilzt dann bei 192°. Ausbeute 0,03 g. 

Bei Liebermannscher Reaktion zeigt der Krystall eine 
kirschrote Farbe. Keine Schmelzpunktdepression mit dem durch 
Einwirkung von Athylmagnesiumbromid aus Trioxy-sterocholan- 
siurelakton gewonnenen Carbinol. 

3,195 mg Subst.: 8,230 mg COs, 2,996 mg H:20. 


Cs0Hs205H20 Ber. C 70,53 H 10,66 
Gots e020" 4, LOD ss 


Dieses obenerwihnte Monomethylearbinol wurde ebenfalls in 
genau gleicher Weise aus Trioxy-sterocholansdéurelakton vom 
Sehmelzpunkt 208° gewonnen. 

Die andere alkalische Lésungsfraktion wurde auf dem Wasser- 
bade von Essigester befreit, unter Ansiuerung mit verdiinnter 
Salzsiiure ausgefallt, die Fallung in Essigester aufgenommen und 
der Essigesterauszug mit einer 10%igen Sodalésung ausgeschiittelt. 
Hierbei wurden eine Sodaliésungsfraktion und eine Essigesterfrak- 
tion erhalten. 

Die Sodalésung wurde unter Ansiuerung mit verdiinnter 


184 ' T. Kanemitu: 


Essigsiure ausgefallt, die Fallung in Essigester aufgenommen, der 
Essigesterauszug mit Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt, 
wobei aber kein Krystall sondern immer ein Ol gewonnen wurde. 
Aus der Essigesterfraktion wurden nach dem Waschen mit Wasser 
und Trocknen mit Pottasche durch Hinengen Krystalle gewonnen, 
die aus Hssigester umkrystallisiert wurden. Tafeln vom Schmelz- 
punkt 208°. Ausbeute 0,05¢. Keine Schmelzpunktdepression mit 
dem Trioxy-sterocholansiurelakton vom Schmelzpunkt 208°. 


Anhang: Von T, Shimizu u. T. Kazuno. 3.7.12-Trioxy- 

athiocholanséure (Athio-cholséure) aus Bisnor-cholsiure. 

Die durch stufenweisen Abbau nach Grignard aus Cholsaure 
hergestelite Bisnor-cholséiure wurde mit Diazomethan verestert, 
acetyliert und diese Methylester-triacetate von 3 g in Ather-Benzol- 
gemisch (1:1) unter Zusatz einer berechneten Menge von Methyl- 
magnesiumjodid auf dem Wasserbade 5 Stunden lang erhitzt. Das 
Gemisch wurde in iiblicher Weise mit Eis und Schwefelsiure 
zerlegt und mit alkoholischem Kali hydrolysiert. Das _ hierbei 
erhaltene Carbinol von 2,5¢@ wurde in iiblicher Weise acetyliert, 
dieses Acetat von ca. 2,5¢ in 25cem Hisessig gelést, mit 25 cem 
einer 10%igen Chromsaureeisessiglosung auf dem Wasserbade bei 
90° 20 Minuten lang erwarmt. Das Gemisch wurde in viel Wasser 
gegossen, die hierbei abgeschiedene Fallung in Ather aufgenommen, 
der Atherauzug nach dem Abdampfen des Athers mit ‘einer 
10%igen Kalilaugeliésung 2 Stunden hydrolysiert. Das Hydrolysat 
wurde unter Ansauerung mit verdiinnter Salzsdéure ausgefallt und 
die Fallung aus Methanol oder Aceton umkrystallisiert. 

Der Prismatische Krystall schmilzt unter Schaumen bei 171°. 
Ausbeute 0,25¢. Die Saure zeigt eine positive Hammarstensche 
Reaktion und bei Liebermannscher Reaktion erst eine orangerote, 
dann kirschrote Farbe. Diese Saure zeigt mit der aus Trioxy- 
sterocholansdurelakton vom Schmelzpunkt 208° hergestellten 3.7.12- 
Trioxy-athiocholanséure keine Schmelzpunktdepression. 


3,335 mg Subst.: 8,301 mg COs, 2,630 mg HO. 
C20H3205 Ber. C 68,14 H 9,15 
Get. 5.67589" 5 5.69306 
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Zum Schluss méchte ich nicht verfehlen, Herrn Prof. Dr. T. 
Kazuno fiir seine freundlichen Leitung und Unterstiitzung bei 
meiner Arbeit und der japanischen Gesellschaft zur Foérderung 
der wissenschaftlichen und industriellen Forschungen fiir die zur 
Verfiigune gestellten Mitteln meinen herzlichen Dank auszu- 


sprechen. 
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The Journal of Biochemistry, Vol. 35, No. 1. 


UBER RACEMISCHE ISOMERE DES LEUCYL- 
ISOSERINS. 


Von 


YOSHINORI SEIKI. 


(Aus der pharmazeutischen Abteilung der medizinischen Fakultiit 
zu Nagasaki.) 


(Eingegangen am 25. Dezember 1941) 


Bei der asymmetrischen Synthese der y-Amino-f-oxy-Butter- 
sdure, die nur ein asymmetrisches Kohlenstoffatom hat, haben 
M. Tomita und sein Mitarbeiter (1927) festgestellt, dass diese 
Aminosaure in festem Zustand in vier optisch-aktive Formen und 
zwar zwei Paare von Antipoden gespalten wird. Spater haben sie 
(1932) auch bei der optischen Spaltung des Benzoyl-isoserins 
ausser den normalen Antipoden noch ein anderes Antipoden-Paar 
dargestellt. 

Diese besondere Isomerisation, die von der klassischen Theorie 
des asymmetrischen Kohlenstoffatoms nicht ohne weiteres erklart 
werden kann, konnte ich in Gemeinsamkeit mit Herrn Prof. 
M. Tomita (1939) dureh eine Debye-Scherrer’sche rontgeno- 
graphische Untersuchung klarer auffassen. Wir haben die Brauch- 
barkeit dieser Methode seitdem naher untersucht und dureh An- 
wendung der Rontgenographie gelang es uns (1941) das Glykokol], 
welches kein asymmetrisches Kohlenstoffatom hat, in zwei Formen 
einmal die offene Formel einer Aminoessigsiure und dann die 
betainartige Ringformel eines inneren Salzes zu isolieren. 

Da nun der Gedanke naheliegt, dass diese tiberzahlige 
Tsomerisation nicht durch eine von den asymmetrischen Kohlen- 
stoffatomen festgesetzten Stereoisomerie, sondern durch eine 
Carboxy-cyclo-Desmotropie unter Valenzwechsel des Stickstoffes 
bedingt ist, so haben wir diese Erfahrungen den Feststellungen 
angefiigt, die E. Fischer und F. Kolker (1905) bei dem Leucyl- 
isoserin gemacht haben und die besagen, dass die Bildung von zwei 
stereoisomeren Racemkérpern dabei moglich ist. Réntgenographi- 
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sche Untersuchung der beiden racemischen isomeren Leucyl- 
isoserine liefert ein weiteres Beispiel der Carboxy-cyclo-Desmo- 
tropie. 


EXPERIMENTELLE BELEGE. 
I. a-Brom-isocapronyl-isoserin. 


Zur Darstellung von a-Brom-isocapronyl-isoserin habe ich nach 
der Verschrift von E. Fischer und F. Kolker (1905) 6¢ 
Isoserin in 57,5 cem n-Natronlauge gelést und unter Kiihlung mit 
einer Hiskochsalzmischung in, kleinen Portionen abwechselnd mit 
14,6g a-Brom-isocapronylchlorid und 86,5ceem n-Natronlauge 
versetzt und jedesmal geschiittelt, bis der Geruch nach Saurechlorid 
verschwunden ist. Die alkalische Loésung wird dann durch 17,4 
eem fiinffach n-Salzsiure angesduert und der teilweise ausfallende 
dlige Bromkorper wiederholt ausgedithert. Beim Verdampfen des 
Athers bleibt ein Ol, das bald zum gréssten Teile krystallisiert. 
Dureh Anriihren mit Petrolather wird die beigemengte Brom- 
capronsdure beseitigt. Die Ausbeute der krystallinischen Substanz 
betrug 9g. Man bekam noch 7 g des éligen Bromkérpers. 

Zur rontgenographischen Untersuchung wurde die krystallini- 
sche Substanz mehrmals aus der fiinffachen Menge heissem Wasser 
umkrystallisiert, wobei der Schmelzpunkt.130 bis 185° konstant 
blieb. Ausbeute 6,5g. Aus der Mutterlauge wurde nach dem 
Einengen 2,5 ¢ erhalten. 

Die roéntgenographischen Untersuchungen wurden nach der 
Pulvermethode ausgefiihrt. Es wurde eine mit Nickelfilter 
gefilterte Cu-Strahlung benutzt. Fig. 1. zeigt die Diagramme der 
Rontgenographie des zuerst auskrystallisierten a-Brom-isocapronyl- 
isoserins. Der zuletzt erhaltene Bromkoérper gibt die Fig. 2. 

Wie man aus Fig. 1. ersieht, ist die Diagramme der Rontgeno- 


Wes Al 


a-Brom-isocapronyl-isoserin. 


Uber Racemische Isomere des Leucylisoserins. 189 


Fig. 2. 


a-Brom-isocapronyl-isoserin. 


graphie sehr unscharf. Das Praparat ist aller Wahrscheinlichkeit 
nach ein Gemisch, da es bei der Behandlung mit Ammoniak zwei 
Dipeptide liefert. 


IT. Leucyl-isoserin. 


Lost man den zuerst auskrystallisierten Bromkoérper (6,5 2) 
in der fiinffachen Menge wiasserigen Ammoniaks von 25% und 
lasst ihn drei bis vier Tage bei gewohnlicher Temperatur stehen, 
so ist die Abspaltung des Broms nahezu vollstiéndig. Zur Isolie- 
rung des Dipeptides wird die ammoniakalische Losung auf dem 
Wasserbade, zuletzt. unter Zusatz von etwas Alkohol verdampft, 
dann nochmals in Wasser gelost und zur moglichst vollstandigen 
Entfernung des freien Ammoniaks wieder verdampft. Zur 
Beseitigung des Bromammons lost man dann in wenig heissem 
Wasser und fallt mit dem vielfachen Volumen absoluten Alkohols. 
Das halogenfreie Rohprodukt wurde aus heissem Wasser umkrystal- 
lisiert. Die schwerer losliche Form schied sich zuerst aus (2,42). 
Sie zersetzt sich gegen 228° unter Anschfiumen. Diese Substanz 
wurde als’ Leucyl-isoserin A bezeichnet. Fig. 3. zeigt die Dia- 
eramme der Rontgenographie des Leucyl-isoserins A. 


Fig. 3. 


Leucyl-isoserin A. 


Nach der volstiindigen Auskrystallisation der schwerer 
léslichen Form des Dipeptides wurde die Mutterlauge eingeengt 
und im Eisschrank stehen gelassen. Es scheidet sich dabei in 
farblosen Nadeln aus. Man bezeichnet diese Substanz als Leucyl- 
isoserin B. In bezug auf Schmelzpunkt, Geschmack, Verhalten 
gegen Phosphorwolframsiure ist die Verbindung gleich dem 
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Leucyl-isoserin A. Fig. 4. zeigt die Diagramme der Rontgeno- 
eraphie des Leucyl-isoserins B. 


Fig. 4. 


Leucyl-isoserin B. 


Higemces 


Obere Halfte: Leucyl-isoserin A. 
Untere Halfte: Leucyl-isoserin B. 


Wie man aus Fig. 3., 4. und 5. ersieht, sind die Diagramme 
von Leueyl-isoserin A und B ganz verschieden. Es unterliegt also 
keinem Zweifel, dass die beiden Dipeptide verschiedene Struktur 
haben. 


Ill. Das aus dligem Gromkérper dargestellte 
Leucyl-isoserin. 


Die Verwandlung des 6ligen Bromkérpers in das Dipeptid 
verlauft glatt. Aber die Ausbeute betrug 50% der Theorie, 
wahrend das aus krystallinem Bromkérper verwandte Leucyl- 
isoserin mit 80% Ausbeute entsteht. Darstellung und Reinigung 
des Dipeptides sind die gleichen, wie bei dem krystallinen Brom- 
korper. An der ausgeschiedenen Verbindung wurde durch ront- 
genographische Untersuchung festgestellt, dass sie ein einheitlicher 
Korper ist. Fig. 6. weist ihre Diagramme auf. Sie ist identisch 
mit der Diagramme von Fig. 4., so dass die Substanz als Leucyl- 
isoserin B angenommen wird. 


Biss 6. 


Leueyl-isoserin B. 
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Nach Ausmessung der Diagramme von Leucyl-isoserin A und 
B konnen wir annehmen, dass die Verbindung A eine offene Ketten- 
struktur, die Verbindung B Betainform besitzt, weil die Langen- 
ausdehnung von der Verbindung A linger ist als die der Ver- 
bindung B. 

Wie man aus Fig. 2. und 3. ersieht, sind die Diagramme der 
Rontgenographie des a-Brom-isocapronyl-isoserins und die der 
offenen Form von Leucyl-isoserin sehr a4hnlich. Man ersieht daraus 
erstens, dass der zuletzt ausgeschiedene, also leichter lésliche Brom- 
korper eine offene Kettenstruktur hat, zweitens, dass die réntgeno- 
graphische Diagramme durch Verwechselung des Halogens mit 
Ammoniak nicht eine grosse Veranderung erfahrt. 

Unsere bisherigen Erfahrungen lehren uns, dass bei den o- 
Aminosauren und Dipeptiden iiberzihlige Isomeren dureh Carboxy- 
eyelo-Desmotropie gebildet werden. Die Carboxy-cyclo-Desmo- 


tropie wird durch die Gegenwart eines fiinfwertigen N-Atoms 
erklart. Bekanntlich zeigt die Atomgruppe O—C—N—H leicht die 


Erscheinung der Tautomerie und der Stickstoff der umgewandelten 
Enolform ist bei der Anlagerung von zwei Wasserstoffatomen aus 
dem drei- in den fiinfwertigen Zustand iibergegangen. 


CH, CH; CH, CHs CH; CH, 
No Se aS 
CH ue CH 
OH, HO-C=0 CH. HO-C =O CH, Oat 
| 1 
CH-R CH-OH CH-R CH-OH CH-B CH=OE 
i 
Qeeaeny Cry (—N—CH NCH, 
I | 
O 1BE OH O 18 
Carboxy-Form Cyelo-Form 


(R=Cl oder NH2) 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Experimente von E. Fischer und F. Kélker, nach 
denen die beiden racemischen Leucyl-isoserine aus a-Brom-iso- 
capronyl-isoserin entstehen, wurden durch eine réntgenographische 
Untersuchung bestatigt. 

2. Ein Beispiel der Carboxy-cyclo-Desmotropie der Amino- 
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siuren wird bei dem Leucyl-isoserin angefigt. 
Dem Kultusministerium spreche ich ftir Beihilfen zur Aus- 
fiihrung dieser Untersuchung meinen ergebensten Dank aus. 


LITERATUR. 


Tomita, M.u. Sendju, Y. (1927): H-S 169, 263. 

Tomita, M. u. a. (1932): H-S 211, 38. 

Tomita, M. u. Seiki, Y. (1939): Jl. of Biochem., 30, 107. 

Tomita, M. u. Seiki, Y.: H-S im Jahrgang 1941, im Mei 1941 auf- 
genommen. 

Fischer, E. u. Kélker, F. (1905): Liebigs Annalen 340, 123. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 35, No. 1. 


UBER DEN STOFFWECHSEL DES MIT 
CHAULMOOGRAOL INJIZIERTEN TIERES. 


Uber ihre Wirkung auf den Blutzucker des Kaninchens. 


Von 


RYOZI OZAWA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Fabultit. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Hingegangen am 28. Dezember 1941) 


Von jeher wird die Chaulmoograsiure, welche unter den Fett- 
sauren eine besondere chemische Struktur hat, als einziges Heil- 
mittel gegen Lepra verwendet. Obgleich neben seiner speziellen 
Kinwirkung auf die Leprabazillen auch Hinfliisse auf den Men- 
schenkorper denkbar sind, sind bisher jedoch keine Untersuchungen 
liber solche Hinfliisse verdffentlicht worden. MHierauf wurden die 
Veranderungen des Stoffwechsels bei den mit Chaulmoogradl 
injizierten Kaninchen beobachtet. Ich glaube, dass somit der 
Behandlung der Lepra eine orientierende Aussicht gegeben werden 
konnte. 

Um die mir zugewiesenen Untersuchungen tiber die Hinfliisse 
der Injektion der Chaulmoograédlemulsion auf den Zuckerstoff- 
wechsel durehzuftihren, habe ich mich zundchst mit der Beobach- 
tung der Verinderung des Blutzuckerwertes befasst. Uber den 
Umsatz der Fettstoffe bei den mit Chaulmoograél injizierten 
Kaninchen wurden zwei Resultate [Koyanagi (1940 a,b)] ver- 


offentlichtet. 


EXPERIMENT. 


4+ 


Versuchsmethode: Die Emuision des Chaulmoogradls besteht 
aus 5% Chaulmoograél, 0,5% Protalbinsauresnatrium und 5% 
Traubenzucker; sie wurde nach Koyanagi (1940) hergestellt. 
Als Versuchstiere wurden miaunliche Kaninchen von cirea 2 ke. 
Koérpergewicht gebraucht und taglich mit 250 g Tofukasu gefuttert. 
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Diese Fiitterung wurde am Abend vor dem Versuchstage bis zum 
Ende des Versuchs eingestellt. Die Emulsion wurde ihnen pro kg. 
Korpergewicht je 2cem intravends injiziert. Die Blutentnahme 
wurde in bestimmten Zeitabstanden ausgefiihrt, der Blutzucker 
nach der Methode von Hagedorn und Jensen (1923) bestimmt. 


A. Die vorbereitenden Versuche. 


1) Die Kaninchen stiessen, in eine Zuchtkiste gesteckt, nur 
den Kopf hervor. In dieser Stellung erhielten sie die Injektion 
und dann nach Verlauf von 30-60 Minuten wurde ihnen Blut in 
bestimmten Zeitabstanden entnommen. Es zeigte sich, dass diese 
Stellung wahrend lingerer Zeit auf den Blutzuckerwert nicht 
verdndernd einwirkte: der anfangliche Wert von 107 mg/dl nahm 
allmahlich ab, bis er 8 Stunden spater auf 92 mg/dl absank. Also 
kann man die Hinfltisse dieser Stellung wohl ausser acht lassen, 
weshalb die Blutentnahme bei den folgenden Versuchen immer in 
dieser Stellung vorgenommen wurde (Tabelle I). 


TABELLE I. 
Blutzucker mg/dl 
Kaninchen nach Injektion 
Nr. vor 

dnjektionss 5/4 "sy |" ge) arse Meee is ot 
7 108 109 98 90 96 92 
Sez 108 105 101 100 93 90 
9 106 99 106 » 100 97 94 
Mittelwert 107 104 102 97 95 92 


2) Das protalbinsaure Natrium, das zu 0,5% in die Emulsion 
eingemischt war, beeinflusste den Blutzuckerwert derartig, dass die 
Zahl 113 mg/dl vor der Injektion acht Stunden spater auf 108 


mg/dl fiel, wobei das Minimum 99 mg/dl, das Maximum 123 mg/dl 
betrug. (Tabelle IT). 
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TABELLE II. 
Blutzucker mg/dl 
Kani 
ee a Sore nach Injektion 
peo R Sts} 1 St, || eQise) | 4 ese 
28 116 AT: 102 129 124 117 
29 109 86 112 90 121 99 
Mittelwert 113 99 S/o aL 110 123 108 


B. Die Hauptversuche. 


a) Bei einmaliger Injektion der Chaulmoogradl- 
emulsion, welche aus 5% Chaulmoogradél, 0,5% protalbinsaurem 
Natrium und 5% Traubenzucker besteht, sank der Blutzuckerwert 
nach der Injektion allmahlich ab, bis er zwei Stunden spater das 


TABELLE III. 


Blutzucker mg/dl 
ages aon nach Injektion 
Tnjektion” \) GGeul 1st §| -2.St:-1 See) es ae 
4 103 99 97 85 LG 110 
6 99 92 92 vs) 105 115 
24 107 105 94 86 aster 102 
26 104 102 100 8d 115 98 
Mittelwert 103 100 96 83 112 106 
Bigs 1: 
mg/dl 
douy 
Injektion ee ee 
110 i ain pao 
100 


90 


&0 


, ° he ae 8° 
Sn Stunde 
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Minimum (83 mg/dl) erreichte, aber dann wieder emporzusteigen 
begann und vier Stunden spater den héchsten Wert (112 mg/dl) 


erreichte. Endlich erhielt er acht Stunden spaéter den friheren, 


normalen Wert wieder. (Tabelle III). 
b) Bei einmaliger Injektion der Emulsion ohne 


Binmengung des Traubenzuckers erreichte der Blutzucker- 
wert eine Stunde nach der Injektion sein Minimum (87 mg/dl), 
dann, wieder héher steigend, erlangte er vier Stunden spater das 
Maximum, die Riickkehr zum normalen Wert fand acht Stunden 


spiter statt. (Tabelle IV). 


TABELLE IV. 


Blutzucker mg/dl 


Ao Ek nach Injektion 
Injektion ast | 1st | 2st | 4st | 8st 
co 104 92 90 99 98 105 
12 105 98 86 93 118 95 
13 95 94 87 95 110 91 
Mittelwert 101 95 88 96 109 97 


ec) Bei fortdauernder zehn Tage lang ausgefiihrter 
Injektion der Chaulmoograélemulsion. 

I) Bei taglich einmaliger Injektion wurde den Tieren taglich 
morgans um 7-8 Uhr Blut entnommen, um 10 Uhr die Emulsion 
injiziert und um Mittag Futter gegeben. 

Vor der Injektion des ersten Tages betrug der Blutzuckerwert 
110 mg/dl. Hr veranderte sich danach zickzackartig, indem er am 


TABELLE V. 

oer Blutzucker mg/dl 
Nr. it Tag. Diss 8 9 4 » D9? iG: 990 ||| Zee NS 99 Os, Bn Oboe felis 
14 _| 105 | 100 97 98 109 | 116 94 | 108 99 | 102 | 90 
15 ats: 97 87 1038 117 | 108 93 9202109) ZO a7 


Mittelwert 110 | 99 92 | 101 } 113 | 112] 94 | 100 | 104] 111°) 104 


Stoffwechsel des mit Chaulmoogra6l injizierten Tieres. 197 


Fig. 2. 
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dritten Tage auf 92 mg/dl fiel und dann wieder aufsteigend am 
fiinften Tage 113 mg/dl, am 7. Tage schon wieder 94me/dl, am 
10. Tage 111 mg/dl und am 11. Tage 104 mg/dl, immer abwechselnd 
grosser oder kleiner wurde (Tabelle V). 

Il) Bei taglich zweimaliger Injektion (Tabelle VI) wurde 
den Tieren taglch morgens um 7-8 Uhr Blut entnommen, morgens 
um 10 Uhr und nachmittags um 4 Uhr die Emulsion injiziert und 
um Mittag Futter gegeben. 

Die wiederholte Abwechselung der Ab= und Zunahme des 
Blutzuckerwertes wurde festgestellt, wie man aus den Zahlen: am 
ersten Tage vor der Injektion 98 mg/dl, am 2. Tage 77 mg/dl, am 
4. Tage 125 mg/dl, am 6. Tage 96 mg/dl, am 7. Tage 117 mg/dl, 
am 8. Tage 102 mg/dl und am 10. Tage 108 mg/dl, ersehen kann. 


TABELLE VI. 


Blutzucker mg/dl 
Kaninchen 


Nr. 


Dag, oh SY 3» 4» 5» 6 » 7 » 8 » 8» 110» 


16 96 63 108 | 117 |' 112 | 100] 125 | 104 | 120 | 106 


17 99 91 76 | 1337) 105 9275) 109) 100 84 | 110 


Mittelwert 98 77 92 | 125 ¥ 109 96 | 117 | 102 | 102 | 108 
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C. Die Kontrollversuche. 


Als Kontrolle der obigen Emulsion wurde nun eine Olivenol- 
emulsion bestehend aus 5% Olivenol, 0,5% protalbinsaurem 
Natrium und 5% Traubenzucker hergestellt. 

1) Bei einmaliger Injektion der Olivendlemulsion. Der Blut- 
zuckerwert, der vor der Injektion 94mg/dl war, vermehrte sich 
allmahlich, zwei Stunden spater 229 mg/dl, 4 Stunden spiater noch 
227 mg/dl zeigend, und begann dann zu sinken, bis er acht Stunden 
spater 104 mg/dl betrug, (Tabelle VII). 

2) Bei taglich einmaliger, 10 Tage lang wahrender Injektion 
der Olivendlemulsion veranderte sich der Blutzuckerwert, der vor 
der Injektion am ersten Tage 102 mg/dl betrug, derartig, dass er 
am 3. 130 mg/dl, am 4. 109 mg/dl, am 5. 165 mg/dl, am 7. 90 mg/dl, 


TABELLE VII. 


Blutzucker mg/dl 
Kaninchen Ge iis 
Ne vor nach Injektion 
Injektion "i "4 Seo) WM St) Stele lee 6, 
21 93 101 128 229 170 108 
26 95 105 149 228 803 . 
Mittelwert 94 103 138 229 227 104 
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Fig. 4, 


100 N 


0081 Sane Siva uide eee 
Stunde 


am 9. 129 mg/dl und am 10. 98 mg/dl betrug. (Tabelle VIII). 

Bei den Gruppen, bei denen die Injektion den Tieren 15 Tage 
lang taglich einmal gegeben und Blut vom achten Tage ab entnom- 
men wurde, stellte es sich heraus, dass sich der Blutzuckerwert je 
nach der Zeit abwechselnd verandert. 96 mg/dl, der Wert vor dem 
Beginn des Versuchs, steigerte sich am 8. Tage auf 145 mg/dl, am 
9. Tage auf 234 mg/dl, welches das Maximum zeigte, aber am 10. 
Tage sank er auf 89 mg/dl, steigerte sich dann allmahlich, um am 
letzten Tage wieder bis auf 80 mg/di abzusinken (Tabelle IX). 


TABELLE VIII. 


Blutzucker mg/dl 
Mittelwert 
Nr. 
1Tag.| 2 » 3” 4» a 6 » Man?) 8» 9 » 110» 
18 IVIL COssy | aaa I Ian Th aia} 129 | 89 13S a leweve a eLOd 
19 es TS MISS | alla Pater 103 91 sy! alex) 95 
Kaninchen | 102 | 111 130 | 109°] 165 | 116 90 Ui 1 ey, 98 
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unis ied 


mg/dl 
170 


160 
150 
140 


130 


TABELLE IX. 
Kaainaten Blutzucker mg/dl 
ye: 8Tag.| 9» | 10» | 11» | a2» | 13% | 14» | 15» 
31 129 234 97 166 93 113 94 76 
32 161 233 81 167 142 124 110 84 
Mittelwert 145 234 | 89 167 117 119 102 80 


ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. 


In den Fallen, bei denen die 5% Emulsion des Chaulmoogradéls 
den Kaninchen pro kg. K6rpergewicht nur einmal je 2ccm 
intraven6s injiziert wird, wird beobachtet, dass der Blutzuckerwert 
unmittelbar nach der Injektion zu sinken beginnt und zwei Stunden 
spater das Mininum erreicht, aber dann immer hoéher steigend, 
4 Stunden spater das Maximum erreicht, bis er endlich 8 Stunden 
spater zum normalen Wert zurtickgekehrt ist. "Wenn die Injektion 
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fortgesetzt 10 Tage lang tiglich einmal ausgefiihrt wird, so tritt 
zuerst eine Ab= und dann eine Zunahme des Blutzuckerwertes 
auf und etwa nach dreimaliger Wiederholung dieses Wechsels 
horen die Schwankungen nach und nach auf, endlich kehrt er gegen 
den zehnten Tag zum normalen Zustand zuriick. 

Dagegen ruft eine einmalge Injektion der Olivenédlemulsion 
unmittelbar danach das Ansteigen des Blutzuckewertes hervor. Er 
erreicht 2-4 Stunden spater das Maximum und kehrt 8 Stunden 
spater zum Normalen zuriick. Dabei achte man darauf, dass die 
Hyperglykamie hier viel stirker als bei Chaulmoograél ist, und 
dass von der zeitweilgen Hypoglykiamie, die direkt nach der Injek- 
tion des Chaulmoogradls auftritt, hier nie die Rede ist. 

Wenn das Olivenél 10 oder 15 Tage lang taglich einmal 
injiziert wird, wird der Blutzuckerwert am ersten oder zweiten 
Tage zuerst grésser und dann kleiner. Der hédchste Wert ist am 
10. Tage am deutlichsten zu beobachten, aber danach beginnt er 
zu sinken. 

Nach Read (1924) ruft einmalige Injektion des Chaulmoo- 
gradlmittels eine starkere Ausscheidung von N im Harn hervor, 
die sich aber bei mehrmaliger Verwendung wegen der geschwachten 
Oxydierung des Gewebes und der Acidose vermindert. Dies hat 
leider keine unmittelbare Beziehung zu dieser Arbeit. Weitere 
Literatur war nicht aufzufinden. 


Wenn man den Kaninchen die Emulsion des Chaulmoograols 
einmal intravenés injiziert, beobachtet man danach eine Ab= und 
dann eine Zunahme des Blutzuckers, danach aber Riickkehr zum 
normalen Wert. Wenn die tiglich einmalige -Injektion zehn Tage 
lang fortgesetzt wird, tritt zuerst eine Ab= und dann eine 
Zunahme des Blutzuckers auf. Wahrend dreimaliger Wiederholung 
dieses Wechsels werden die Unterschiede allméhlich ausgeglichen, 
bis der Wert endlich etwa am 10 Tage zum Normalen zuriick- 
kehrt. 


Diese Untersuchung wurde mittels finanzieller Unterstutzung 
vom Japanischen Unterrichtsministerium fiir Wissenschaftliche 
Forschung ausgefitihrt. 
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UBER DEN STOFFWECHSEL DES MIT 
CHAULMOOGRAOL INJIZIERTEN TIERES. 


Uber ihre Wirkung auf die Menge der Fraktionen des 
Eiweisses im Blutplasma des Kaninchens. 


Von 


KOICHI KANAZAWA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Med. Fakultit. 
Vorstand: Prof. Dr. 8. Kato.) 


(Eingegangen am 28. Dezember 1941) 


Das Chaulmoogradl ist seit alters her als spezifisches Heilmittel 
gegen die Lepra allgemein bekannt. Ausser der festgestellten ; 
Tatsache, dass seine Hauptbestandteile, Chaulmoograsiure und 
Hydnocarpussaure, in ihrer chemischen Struktur von anderen 
Fettséuren verschieden sind und in der Therapie der Lepra seine 
besondere Wirksamkeit zeigen, liegt es wohl sehr nahe zu glauben, 
dass sie auch den Stoffwechsel des Menschenkorpers in ihrer 
eigenen Art beeinflussen kénnten. Aber in dieser Hinsicht muss 
man leider darauf verzichten, Menschenkérper als Versuchsmaterial 
zu gebrauchen und sich mit den Untersuchungen an ‘Tieren 
begniigen. Read (1924) berichtet schon, dass einmalige Injektion 
des Chaulmoograsiiuren-Athylesters eine Schmelzung des Gewebes 
und Acidosis hervorruft, was eine vermehrte Ausscheidung von N, . 
Ca und S im Urin mit sich bringt, dass aber mehrmalige An- 
wendung dieser Injektion jedoch eine Verminderung der Aus- 
scheidung solcher Substanzen verursacht. Auch nach Yoshinaga 
(1939) vermehrt sich die Ca-Menge im Urin des Kaninchens, wenn 
man ihm per cutan das Chaulmoograél od. seine Derivate gibt. 
Sonst gibt es aber keine Literatur, in der man die Wirkung der 
intravendsen Injektion der Chaulmoograélemulsion auf den tieri- 
schen Eiweissumsatz behandelt. Da die Untersuchungen direkt 
an den Leprésen nicht mit meinen Versuchen verglichen werden 
kénnen, so sei hier nur zu ihrer Information ein Beispiel von 
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Schlossmann (1930) angefiihrt: nach ihm hat sich das Gesamtei- 
weiss des Blutplasmas als 8,927 g/dl, das Albumin als 4,395 g/dl, 
das Globulin als 4,532 g/dl und das Rest-N. als 36 mg/dl heraus- 
cestellt. 

Ich habe nun die Schwankung der Fraktionsmenge des 
Eiweisses im Blutplasma von Stunde zu Stunde, oder von Tag zu 
Tag beobachtet, um teilweise feststellen zu kénnen, wie die intrave- 
nose Injektion der Chaulmoograédlemulsion bei Kaninchen mit dem 
Eiweissmusatz zusammenhanegt. 


EXPERIMENT. 


Als Versuchstiere wurden gesunde miannliche Kaninchen von 
ea. 2500g¢ Koérpergewicht gebraucht. Sie wurden taglich mit 
Tofukasu. (dem ausgepressten Riickstand bei Bohnengallerten- 
herstellung) gefiittert. Nach Koyanagi (1940) wurde zunachst 
das Chaulmoogra6él gereinigt und dann dessen 5%ige Emulsion 
hergestellt. Nachdem diese mit Glukose und_ protalbinsaurem 
Natrium im Verhaltnis von 5% resp. 0,5% vermischt worden war, 
wurde sie den Tieren pro kg. 2 cem injiziert. Ubrigens gab man 
den Tieren am Morgen des Versuchs nichts zu essen und entnahm 
ihnen so im Hunger das Blut. Den als Kontrolle benutzten Tieren 
wurde in gleicher Weise eine 5-prozentige Olivendlemulsion 
(welche 5% Glukose und 0,5% protalbinsaures Natrium enthilt) 
injiziert. 

Der Versuch wurde an dem durch Herzpunktion entnommenen 
Zitratplasma angestellt. Die N-Bestimmung wurde nach der 
Kjeldahl Halbmikromethode, die Hiweisstrennung im Blutplasma 
nach Howe (1921), und die Enteiweissung nach Haden (1923) 
ausgefihrt. 

Die Bestimmung ist ungefahr folgende: 

1) Die gesamte N-Menge: Es wurde mittels 0,25 cem Blut- 
plasma bestimmt. (G. N.) 

2) Das Nichteiweiss-N: 0,5 ecem enteiweisstes Blutplasmas 
wurde verwendet. (R. N.) 

3) (Albumin + Nicht-Eiweiss)-N: In 0,5 eem Blutplasma 
wurden 1l5cem der 22,2% Natriumsulfatlésung hineingetan, um 
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so das Globulin zur Fallung zu bringen, man erhalt es nach Hinzu- 
fiigung einer kleinen Menge Thymol drei Stunden lang auf 37°. 
Danach wurde mit trocknem Filtrierpapier filtriert. An 5,0 cem 
Filtrat wurde die N-Menge bestimmt. [| (Al+R)-N]. 

4) (Albumin + Globulin + Nicht-Eiweiss)-N: Man vermischte 
0,5 cem Blutplasma mit 14 cem der 0,8% Kochsalzlésung und, unter 
Schiitteln, tropfte man lcem der 2.5% Kalziumchloridlésung ein 
und tat schhesslich etwas Thymol hinein. Das so _ behandelte 
Blutplasma wurde dann 15 Minuten lang auf 37° erhalten, 
worauf die Filtration mit trocknem Filtrierpapier erfoigte. Die 
N-Bestimmung wurde an diesem Filtrat von 5,0 cem vorgenommen. 
[(Al+ G1+R)-N]. 

Nach den obigen Methoden wurde folgenderweise die Menge 
jeder Substanz erreicht : 


Gesamt-N. = GIN, 

Nichteiweiss-N. = htN; 

Fibrinogen-N. —G.N.—(Al.+G1.+R)N=FE.N. 
Albumin-N. —(Al.+R.)N—R.N.=ALN. _ 
Globulin-N. =G.N.—(Al14R.) N—F.N.=GI1.N. 


Diz VERSUCHSERGEBNISSE. 


1) Die Menge je einer Fraktion des Plasma Eiweisses des 
gesunden Kaninchens bei der Blutentnahme durch die Herzpunk- 
tion. Tabelle I zeigt die durchschnittlichen Ergebnissen der zwei 
Fille. Tabelle A zeigt ebenso die Schwankungen der Fraktions- 
menge. 

2) Die stiindliche Verainderung der Fraktionsmenge des Blut- 
plasma-Hiweisses bei einmaliger intravenéser Injektion der 5 pré- 
zentigen Chaulmoograélemulsion pro kg. 2 cem. 

Die Werte der N-Menge vor der Injektion und 1, 2, 4, 8 und 
24 Stunden danach waren an 3 Tieren durchschnittlich folgende: 
(Tabelle I, Fig. 2). 

Das Gesamt-N: Es nahm nach der Injektion nach und nach ab, um 
in 4 Stunden das Minimum zu erreichen. Danach nahm es aber 
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TABELLE I. 
eee nach Injektion 
Stickstoff eee 
Injektion 1 St. 2 St. 4 St. Set eee sts 
il 912,80 909,36 | 927,40 | 906,88 | 915,58 | 917,46 
Gesamt- 2 928,35 898,76 | 891,43 | 912,17 ; 872,35.| 915,91 
Mittel 920,57 904,06 | 909,41 | 905,52 | 893,96 916,68 
1 94,54 95,17 90,19 92,06 92,06 92,71 
Rest- 2 57,24 46,66 46,06 47,91 57,86 58,00 
Mittel 75,89 70,91 | . 68,12 69,98 74,96 75,30 
i 294,99 302,46 | 341,51 | 306,29 | 356,63 | 356,24 
Globulin- 2 | 337,00 354,66 | 320,07 | 349,07 | 285,60 | 336,00 
Mittel 315,99 328,56 | 330,79 | 327,68 | 321,11 | 346,12 
a! 446,89 433,19 | 412,03 | 419,40 | 400,83 | 398,23 
Albumin- 2 450,49 440,54 | 448,63 | 437,42 | 439,87 | 403,60 
Mittel 448,69 436,86 | 430,31 | 428,41 | 420,35 | 400,91 
76,05 78,54 83,67 89,13 66,06 70,29 
Fibrinogen- 2 84,62 56,90 76,70 Tiklad. 79,08 92,71 
Mittel 80,23 67,72 | 80,18 83,45 72,54 81,50 
Albumin- . 
Globulin- 1,42 1,321 1,801.5 PA30h) a sOR ~ seas 
TABELLE A. 

° Stickstoff, Max. Min. Differenz 
Gesamt- 920,57 893,96 26,61 
Nichteiweiss- 75,89 68,12 gehts 
Globulin- 346,12 315,99 30,13 
Albumin- 448,69 400,91 47,78 
Fibrinogen- 83,45 6B 15,73 
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allmahlich zu und erlangte nach 24 Stunden so ziemlich densel- 
ben Wert wie vor der Injektion. 

Das Nicht-Eiweiss-N: Es waren keine bedeutenden Veradnderungen 
zu verzeichnen. 

Das Globulin-N: Es nahm nach der Injektion allmilich ab und 
erreichte in 4 Stunden das Minimum. Aber nach 8 Stunden 
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hatte es das Maximum aufzuweisen, einen grdsseren Wert als 
vor der Injektion. Dann nahm es wieder etwas ab und 
erlangte nach 24 Stunden ungefahr den gleichen Wert wie vor 
der Injektion. 

Das Albumin-N: Mit dem Albumin-N ist es im grossen und ganzen 
der umgekehrte Fall des Globulin-N. Es nahm naémlich nach 
der Injektion allmahlich ab, bis es in 8 Stunden den kleinsten 
Wert hatte, aber nach 24 Stunden nahm es wieder zu und 


TABELLE II. 


nach Injektion 


Stickstoff i Ait - 
USES EN, UeSte |) <2oGtan| MESt |eSeste odecie 
1 788,97 816,35 | 739,20 | 735,46 | 744,17 | 801,42 
Gesamt- 2 869,86 828,80 | 866,13 | 751,64 | 828,80 | 862,88 


3 905,95 866,13 | 795,20 | 825,06 | 784,00 | 792,71 
Mittel 854,93 837,09 | 800,18 | 770,72 | 785,66 | 817,00 


: 56,62 56,00 | 42,31 | 51,02] 59,11] 42,93 
Rest- 2 37,33 38,57 | 47,91| 48,53] 51,64| 43,55 
2 28,62 34,22 | 25,62 | 30,48] 29,86 | 28,62 

Mittel 40,86 42,93 | 38,61] 43,84] 46,87 | 38,37 

1 118,26 80,27 | 98,93 | 76,53 | 162,40 | 104,54 

Globulin- 2 207,20 160,53 | 156,80 | 102,00 | 188,53 | 212,80 
3 328,54 283,73 | 338,97 | 285,60 | 373,33 | 317,34 


Mittel 218,00 174,84 | 198,23 | 154,71 | 241,42 | 211,56 


3 531,38 602,93 | 540,09 | 542,58 | 456,09 | 550,67 
Albumin- 2 457,33 457,96 | 530,75 | 420,00 | 457,96 | 456,98 
3 443,64 439,91 | 871,98 | 439,92 | 322,94 | 339,11 


Mittel 477,45 500,27 | 480,94 | 467,50 | 412,33 | 448,92 


1 82,71 EMS 57,87 65,33 66,57 | 103,28 
Fibrinogen- 2 168,00 WATE 180567. Ld | SO. Gra toa oo 
3 105,00 108,27 | 58,63 | 69,06 | 57,86 | 107,64 


Mittel 118,62 119,05 82,39 | 101,83 85,04 | 122,16 


Albumin- 


Globulin 2,19 2,86 2,48 3,02 70 2,12 
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kehrte zum Zustand vor der Injektion zuriick. 

Fibrinogen-N: Nach der Injektion neigte es etwas zur Abnahme, 
kehrte aber nach 24 Stunden zum Wert vor der Injektion 
zuriicek. 

Ferner sind die Schwankungen der Fraktionsmenge jedes 

Hiweisstoffs im Blutplasma in Tabelle B angegeben. 

3) Die stiindliche Verainderung der Fraktionsmenge des 

Hiweisses im Blutplasma bei einmaliger intravenéser Injektion der 

5% Olivendlemulsion pro kg. 2 cem. 
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TABELLE B. 

Stickstoff. Max. Min Differenz 
Gesamt- 854,93 770,72 84,21 
Nichteiweiss- 46,87 38,37 8,50 
Globulin- 241,42 154,71 86,71 
Albumin- 500,27 412,33 87,94 

- \ 
Fibrinogen- 122,16 82,39 39,77 
TABELLE III. 
nach Injektion 
Stickstoff Taiokes 

cee Oy ad Tit er eee Aer 6S Shan] ok Our 
1 812,75 790,22 | 749,15 | 719,28 734,22 | 787,73 
Gesamt- 2 898,48 883,55 | 859,91 | 796,44 | 827,55 | 859,91 
Mittel 855,61 836,88 | 804.53 | 757,86 | 780,88 | 823,82 
ii 55,37 45,42 46,04 47,28 42,31 49,77 
Rest- 2 47,28 49,77 51,64 50,30 Dd,37 57,86 
Mittel 51,32 47,59 48,84 51,32 48,84 53,81 
af 291,18 313,60.| 207,20 | 223,24°| 209,07 | 261,33 
Globulin- 2 336,67 343,46 | 345,34 | 321,07 | 311,74 | 309,87 
Mittel 316,92 328,53 | 276,27 | 272,15 | 269,40 | 285,60 
1 366,51 357,78 | 373,96 | 350,32 | 359,02 351,56 
Albumin- Pe 475,38 381,43 | 426,22 | 377,69 | 433,69 | 425,60 
Mittel 420,94 369,60 | 400,09 | 364,00 | 396,35 | 388,58 
il 99,69 73,42 | 121,95 98,44 | 123,82 | 125,07 
Fibrinogen- 2 49,15 108,89 36,71 42,31 26,75 66,58 
Mittel 74,42 91,15 79,33 70,37 75,28 95,82 

Albumin- } j : 
@lobuline 1,32 D2: 1,44 Ss 1,52 1,36 
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Ich stellte diesen Versuch als Kontrolle an und gelangte zu 
den folgenden Ergebnissen. Die Tabelle III und Fig. 3 zeigen den 
durchschnittlichen Wert bei zwei Tieren. 

Das GesamtN: Es nahm nach der Injektion nach und nach ab, 
um nach 4 Stunden das starkste Herabsinken zur zeigen. 
Danach nahm es wohl wieder zu, aber auch nach 24 Stunden 
hatte es einen etwas kleineren Wert als vor der Injektion. 

Das Nicht-Eiweiss-N: Eine Stunde nach der Injektion waren wohl 
einige Verdanderungen zu konstatieren, die aber nunmehr 23 
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Stunden lang ziemlich konstant blieben. 

Das Globulin-N: 2 Stunden nach der Injektion begann es abzuneh- 
men, nahm nach 24 Stunden etwas zu, aber der Wert war etwas 
kleiner als vor der Injektion. 

Das Albumin-N: es nahm auch nach der Injektion ab; nach 24 
Stunden niherte es sich ungefahr dem Wert vor der Injektion. 

Das Fibrinogen-N: Nach betriachtlicher Zunahme, die eine Stunde 
spater eintrat, nahm es vorlaéufig ab, um dann der nochmaligen 
Zunahme zu weichen. 24 Stunden spater zeigte sie sogar einen 
hoheren Wert als vor der Injektion. 

Die Tafel C zeigt die Schwankungen der Fraktionsmenge jedes 

Eiweisses im Blutplasma. 


TABELLE OC. 

Stickstoff. Max. Min. Differenz 
Gesamt- 855,61 757,86 97,75 
Nichteiweiss- 53,81 47,59 6,22 
Globulin- 328,53 260,40 68,13 
Albumin- 420,94 364,00 56,94 
Fibrinogen- 95,82 79,37 25,45 


= 


4) Die Veranderungen der Fraktionsmenge des Hiweisses im 
Blutplasma der Tiere, denen die 5 protzentige Emulsion des 
Chaulmoograéls 10 Tage lange taglich einmal pro kg. 2 cem injiziert 
wurde. 

Die Durchschnittswerte bei zwei Tieren sind, wie sie in Tafel 
IV und Fig. 4 angegeben sind. Sie kénnen foleendermassen zusam- 
mengefasst werden: nach der Injektion sank das Gesamt N im 
Vergleich mit demjenigen vor der Injektion von 886,66 mg/dl bis 
auf 838,13 mg/dl, also um 48,53 mg/dl herab; das Nichteiweiss-N 
sank mit dem Verlust der ungefaihr halben Menge von 74,97 mg/dl 
auf 41,06mg/dl ab; dagegen zeigte das Globulin-N eine kleine 
Zunahme, indem sie von 243,60 mg/dl auf 256,26 mg/dl stieg; bei 
dem Albumin N war die Abnahme von 473,82 mg/dl—437,73 mg/dl, 
bei der Fibrinogen-N-Menge eine geringe Zunahme von 94,26 
mg/dl—103,60 mg/dl zu verzeichnen. 
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TABELLE IV. 


\ 


on vor nach 

Stickstoff Injektion |Injektion 

il 894,75 832,53 

Gesamt- 2 878,57 843,73 

Mittel | 886,66 828,13 

if 103,91 59,11 

Reve |" 2 46,04 23,02 

Mittel 74,97 41,06 

1 224,00 209,07 

Globulin- 2 263,20 303,45 

Mittel | 248,60 256,26 

if 469,15 482,22 

Albumin- 2 478,49 393,24 

Mittel | 473,82 437,73 

if 97,69 82,13 

Fibrinogen- 2 90,84 125,07 

Mittel 94,26 103,60 
Albumin- 
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TABELLE V. 
ae vor nach 
Stickstoff Injektion |Injektion 
i 950,75 898,48 
Gesamt- 2 908,33 858,66 
Mittel | 929,54 878,55 
al 95,20 51,64 
Rest- 2 48,53 | 29,86 
Mittel 71,86 40,75 
il 211,93 294,83 
Globulin- 2 291,20 293,09 
Mittel | 251,56 293,96 
1 545,93 407,57 
Albumin- 2 434,93 478,71 
Mittel | 490,43 443,19 
1 97,69 133,15 
Fibrinogen- 2 133,67 116,60 
Mittel 115,68 124,87 
Albumin- - = 
Globulin- 1,94 1,50 


Fig. 5, 
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TABELLE VI. 


es qe vor nach 

Stickstoff ’ Injektion |Injektion 

1 811,37 811,37 

Gesamt- 2 800,17 Sale del 
Mittel 805,77 841,24 

ik 43,55 51,69 
Rest- 2 46,04 54,75 - 
Mittel 44,79 53,19 

1 180,48 191,91 

Globulin- 2 209,07 188,53 
Mittel 194,77 190,22 

uw 536,98 493,78 

Albumin- 2 444,89 522,05 
Mittel 490,93 507,91 

1 55,07 74,04 

Fibrinogen- 2 100,17 105,78 
Mittel 77,77 89,91 

Albumin- i: 
Globulin- 2,08 2,67 
—__f 
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5) Die Veriinderung der Fraktionsmenge des Hiweisses im 
Blutplasma der Tiere, denen die 5% Emulsion des Chaulmoogradls 
10 Tage lang taglich zweimal pro kg. 2 cem injiziert wurde. 

Die Resultate waren folgende: Kein besonders ‘erheblicher 
Unterschied verglichen mit der obigen Gruppe, die mit der zehn 
Tage lang fortgesetzten, téglich einmaligen Injektion behandelt 
wurde. (Tabelle V, Fig. 5). 

6) Die Veranderung der Fraktionsmenge des EHiweisses im 
Blutplasma der Tiere, denen die fiinfprotzentige Emulsion des 
Olivenéls 10 Tage lang taglich einmal pro kg. 2 cem injiziert wurde. 

Da aus den obigen Versuchen, in welchen die téglich ein- oder 
zweimalige Injektion der 5% Chaulmoogradlemulsion ausgefiihrt 
wurde, kein besonderer Unterschied in Bezug auf die Schwank- 
ungen der Fraktionsmenge jedes EHiweissstoffs im Blutplasma 
hervorging, so wurde als Kontrollversuch die Injektion der 5% 
Olivendlemulsion vorgenommen, die taglich einmal zehn Tage lang 
fortgesetzt wurde. Die Durchschnittswerte, welche je an zwei 
Tieren festgestellt wurden, waren folgende. (Tabelle VI, Fig. 6). 
Das Gesamt-N stieg nach der Injektion im Wert von 805,77 mg/dl 
auf 841,24meg/dl und das Nichteiweiss-N. von 44,79 mg/dl—53,19 
mg/dl; dagegen sand das Globulin-N. von 194,77 mg/dl auf 190,22 
mg/dl ab; bei dem Albumin-N. und Fibrinogen-N war eine kleine 
Zunahme von 490,93 mg/dl—507,91 mg/dl, resp 77,77 mg/dl-89,91 
mg/dl zu verzeichnen. 


ScHLUSS. 


1. Das Gesamt-N. wird durch einmalige Injektion der 
Chaulmoogra6l oder der Olivenédlemulsion eine Weile abnehmen. 

2. Das Nichteiweiss-N. nimmt bei der zehn Tage lang fort- 
gesetzt verwendeten Injektion der Chaulmoogradlemulsion betricht- 
lich ab, dagegen zeigt es bei der gleichen Verwendung der Oliven- 
dlemulsion vielmehr die Neigung zur Zunahme. 

3. Das Globulin-N. nimmt bei einmaliger Injektion .der 
Chaulmoogradlemulsion zuerst ab und dann zu, indem es nach 24 
Stunden den friiheren, normalen Wert wieder erlangt. Dagegen 
zeigt es bei einmaliger Injektion der Olivendlemulsion zuerst eine 
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kleine Zunahme, aber darauf folgt bald die Abnahme, welche nach 
24 St. nicht wiederhergestellt werden kann. Durch die zehn Tage 
lang fortgesetzte Injektion der Chaulmoogradlemulsion wurde eine 
gewisse Zunahme, aber durch solche der Olivenélemulsion keine 
bedeutende Veranderung bewirkt. 

4. Das Albumin-N zeigt bei einmaliger Injektion des 
Chaulmoogradls zuerst eine Zu- und dann eine Abnahme, welche 
24 St. spater noch nicht ganz wiederhergestellt werden kann. Die 
einmalige Injektion des Olivenéls fiihrt am Anfang eine Abnahme 
herbei, welche in 24 St. nicht ganz eingeholt werden kann. Zehn 
Tage lang fortgesetzt injiziert, fiihrt das Chaulmoograél zur Ab- 
nahme, dagegen das Olivenél zur Zunahme. 

5. Das Fibrinogen-N nimmt nach der einmaligen Verwendung 
* der Chaulmoograodl- oder der Olivenédlemulsion gleichfalls eine 
Weile etwas zu und dann ab, um der nochmaligen Zunahme, die 
bis zum Wiedererlangen des frittheren normalen Wertes fiihrt, zu 
weichen. Die 10 Tage lang fortgesetzte Injektion des einen oder 
des anderen Ols bringt nur eine kleine Zunahme mit sich. 


Diese Untersuchung wurde mittels finanzieller Untersttitzung 
vom Japanischen Unterrichtsministerium fiir wissenschaftliche 
Forschung ausgefiihrt. 
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UBER DEN STOFFWECHSEL BEI NIEDRIGER 
TEMPERATUR. 


1. Mitteilung: Uber den Zusammenhang zwischen niedriger 
Temperatur und dem Serumkephalin. 


Von 


MASAHARU AMANO. 


(Aus dem Biochem. Institut der Kumamoto Med. Fakultét. 
Vorstand: Prof. Dr. 8. Kato.) 


(Hingegangen am 28, Dezember 1942) 


Es sollte erforsecht werden, wie strenge Kalte mit dem Stoff- 
wechsel zusammenhangt, zunachst besonders, wie sie die Kephalin- 
menge des Serums beeinflussen kann, unter Beriicksichtigung der 
Mitteilung von Yoshida (1940), dass der Kephalingehalt im Blut- 
plasma im Winter geringer als im Sommer sei. Dabei wurde der 
Vergleichung halber auch die Bestimmung von Nicht-Hiweiss-N. 
und Gesamt-N. ausgefiihrt. 


Der VerRsuCcH. 


Die Methode: Zur Erhaltung einer bestandigen Kalte wurde 
ein elektrischer Thermostat fiir die Kalte, Fabrikat von Shimazu, 
benutzt und die Menge von Lipoid-NH»2-N im Serum des Kanin- 
chens je bei —10°, —20° und —30° gemessen und so die Ver- 
anderungen des Kephalins betrachtet. 

Als Versuchstier wurden gesunde, weisse mannliche Kaninchen 
etwa von 2,5ke. Korpergewicht, die eine bestimmte Zeit mit 
Tofukasu (Rickstand der Bohnengallerte) gefiittert worden waren, 
verwendet. Nachdem ihnen in niichternem Zustand aus der 
Ohrvene 10cem. Blut entnommen war, wurden sie in den 
Thermostat geleet, dessen innere Temperatur je nach dem Zweck 
des Versuchs reguliert war, und so drei Stunden lang gelassen. 
Danach wurden sie wieder herausgenommen und ihnen noch einmal 
in gleicher Weise Blut entnommen. 
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Die Bestimmung des Lipoid-NH»-N: Nach der Methode 
Takatas (1936) wurde zuerst 10cem. Serum in den Meyer- 
Kolben der Kapazitat von 100 cem, der 20 cem der Mischung von 
Ather und Alkohol (1:1) enthielt, hineintropfend und schiittelnd 
zur Geniige gemischt. Die somit erworbene Flissigkeit wurde 
dann im Wasserbad von 60-70° schwach gekocht und danach bei 
gewohnlicher Zimmertemperatur zur Kiihlung liegen gelassen. Ihr 
Filtrat, das durch die Filtration in den Kjeldahl-Kolben erhalten 
worden ist, wurde bei niedriger Temperatur und niedrigem Druck 
verdampft. Dann wurde dem dabei zuriickgebliebenen Bodensatz 
eine kleine Menge von wasserfreiem Ather beigemengt und nach 
hinreichendem Riihren mit einem Glasstabchen durch ein Asbest- 
trichter filtriert. Der Bodensatz, der noch am Trichter haftete, 
wurde wieder mit einigem Ather abgespiilt und auch diese Fliissig- 
keit filtriert. Dieses Verfahren wurde mehrere Male wiederholt, 
und alles Filtrat vollstandig in einem Kolben gesammelt. Der 
Ather wurde bei 50°C abgedampft und der zuriickgebliebenen 
Bodensatz in wasserfreiem Alkohol im Wasserbad von 80°—90° 
aufgelést. In diese Fliissigkeit wurden 2 ecm erhitztes Wasser 
eingetropft und gentigend geschiittelt, bis die so entstandene 
Emulsion durch fortdauernde Abdampfung quantitativ 1,0 ecm 
betrug. 

An dieser Emulsion wurde endlich mittels des Mikrobestim- 
mungsapparats fiir Amino-N [Nakashima, (1932)] Lipoid-NH»-N 
bestimmt. 

Das Nichteiweiss-N. und das Gesamt-N: Diese wurde nach 
der Bangschen bzw. der Mikrokjeldahlschen Methode bestimmt. 


Die ERGEBNISSE. 


Bei Zimmertemperatur : Das Lipoid-NHs-N im Blutserum 
betragt 1,35 mg/dl, welches drei Stunden spiter bis zu 1,272 mg/dl 
absinkt. Das Verhaltnis zwischen beiden Werten ist also 1:0,95, 
was keinen bedeutenden Unterschied darstellt. 

Bei der Temperatur von —10°C: Wahrend das Lipoid-NH»2-N 
im Serum 1,652 mg/dl betragt, sinkt es, wenn das Kaninchen bei 
—10°C drei Stunden lang gelegen hat, auf 1,041 mg/dl ab. Das 
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Verhaltnis zwischen beiden Werten ist 1:0,63; es lisst sich eine 
‘Verminderung des Kephalingehaltes bemerken. 

Bei der Temperatur von —20°C: Die Menge des Lipoid- 
NH>-N ist bei Zimmertemperatur 1,102 mg/dl, wihrend sie nach 
Liegenbleiben im Thermostat bei —20°C auf 0,661 mg/dl absinkt; 
das Verhaltnis ist 1:0,60. . 

Bei der Temperatur von —30°C: Die Menge des Lipoid- 
NHb,-N ist bei Zimmertemperatur 1,215 mg/dl, nach Liegenbleiben 
im Thermostat bei —30°C 0,248 mg/dl. Das Verhiltnis zwischen 
beiden Werten ist also 1:0,2. 


TABELLE I, 
Lipoid-NH:-N (mg/dl) 
Kaninchen Temperatur 

Nr. vor Versuch 3 St. Verhaltnis 
nach Liegen ; 

Zimmer Temp. ox O76 = 

1 (94°C) Pp | 1,350 1,272 1:0,95 

2 —16°C 1,652 1,041 1:0,63 

3 —20°C 1,102 0,661 1:0,60 

4 —30°C 121s 0,243 1:0,20 


Nicht-Hiweiss-N: Dieses ist bei der Zimmertemperatur 77,3 
mg/dl, aber es wird auf 93,3 mg/dl erhéht, wenn das Kaninchen 
bei derselben Temperatur drei Stunden lang liegen bleibt. Wenn 
man es bei —10°C drei Stunden lang liegen lasst, betragt die Menge 
des Nicht-Hiweiss-N. 238 mg/dl, welche Zahl] das 3,5 fache von 68 
mg/dl, der. Menge bei Zimmertemperatur. Bei —20°C ist die 
Menge nach dreistiindigem Liegenbleiben des Kaninchens 181,02 
mg/dl, also verglichen mit 70,25mg/dl, dem Wert bei Zimmer- 
temperatur, ums 2,6 fache vermehrt. Aber bei —30°C betragt sie 
78 mg/dl; das ist keine grosse Abweichung vom normalen Wert 
82 mg/dl. 

Was nun das Gesamt-N. anbelangt, so ist seme Menge bei 
Zimmertemperatur 873 mg/dl, aber sie betragt drei Stunden spater 
942 mg/dl. Bei —10°C wird sie nach dreistiindigem Liegenbleiben 
933 mg/dl, wahrend sie bei Zimmertemperatur 885 mg/dl betragt. 
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Bei —20°C ist der Wert 882 mg/dl, nach Liegenbleiben 1,2 mal 
so gross wie die Zahl 737 mg/dl bei Zimmertemperatur. Wenn 
dieses Gesamt-N. bei —30°C drei Stunden lang liegen bleibt, so 
ist seine Menge 748 mg/dl, was nur eine kleine Verminderung 
darstellt, denn sie hat bei Zimmertemperatur 771 mg/dl auf- 
zuweisen. 


TABELLE II. 


Nicht-Eiweiss-N (mg/dl) Gesamt-N (mg/dl) 
Kaninchen , e 
Nr. te pire Ver- yor aes Ver- 
Versuch Tassos haltnis |Versuch iogen haltnis 
Zimmer 
1 Temp. 77,3 93,3 11,2 873 942 Hale Oe 
(24°C) 
2 —10°C 68,0 | 238,0 | 1:3,5 885 933 | 1:1,05 
3 — 20°C 70,25 | 181,02 | #:2,6 737 882 a al (2 
4 —30°C 82,0 78,2 | 1:0,95| 771 748 | 1:0,97 


Ks soll hier hinzugefiigt werden, dass die Priifung der Korper- 
temperatur direkt nach dem Herausnehmen aus dem kalten Ap- 
parat tiberall ein Sinken bestiatigt hat, denn bei den Kaninchen, 
deren normale Korpertemperatur 37,5° war, sank diese bei —10° 
auf 35°, bei den anderen, deren normale’ Koérpertemperatur 37,8° 
war, bei —20° auf 33°, und wenn das Kaninchen der normalen 


Korpertemperatur von 37,3° bei —30° lag, sank sie auf 28,5°, also 


sehr stark ab. 


ScHLUuss. 

Bei nedriger Temperatur: 

1. Die Kephalinmenge des Serums nimmt umso mehr ab, je 
mehr die Temperatur absinkt. 

2. Das Nicht-Hiweiss-N. zeigt bei —10°C seinen héchsten 
Wert und wird bei —30°C zum Wert der normalen Temperatur 
zurickversetzt. 

3. Das Gesamt-N. zeigt sowohl bei gewéhnlicher wie auch bei 
niedriger Temperatur keinen sehr bedeutenden Unterschied. 
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Diese Untersuchung wurde mittels finanzieller Unterstiitzung 
vom Japanischen Unterrichtsministerium fiir wissenschaftliche 
Forschung ausgefiihrt. 
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